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Il danneggiamento dello strato di cellule endoteliali della parete di vasi coronarici 
innesca una serie di eventi a cui contribuiscono ormoni vasoattivi, citochine e fattori di 
crescita, i quali inducono l’attivazione delle cellule muscolari lisce (SMC). Questa 
attivazione si traduce in fenomeni di proliferazione e migrazione di queste cellule che può 
determinare l’occlusione del vaso. 
Le cellule muscolari lisce vascolari (Vascular smooth muscle cells (VSMC)) sono 
cellule differenziate che mantengono tuttavia una grande plasticità. Questa prerogativa è alla 
base di una loro particolare sensibilità a quegli stimoli che inducono la proliferazione e la 
migrazione.  
In condizioni fisiologiche le cellule muscolari lisce vascolari presentano un fenotipo 
quiescente, caratterizzato dall’ espressione dei geni dell’apparato contrattile e conseguente 
attività contrattile, ciclo cellulare bloccato in Go e ridotta sintesi di matrice extracellulare. In 
seguito all’attivazione da parte dei fattori del siero, esse possono assumere un fenotipo 
sintetico, caratterizzato dalla perdita di attività contrattile, che porta alla comparsa della 
attività proliferativa, alla sintesi di matrice extracellulare e quindi alla migrazione. 
Questa modulazione fenotipica è stata riprodotta in vitro anche nel nostro laboratorio 
con colture primarie di cellule muscolari lisce di arteria di maiale. Queste cellule, coltivate in 
condizioni standard in presenza del 10% di siero fetale bovino, proliferano e presentano un 
fenotipo attivato (sintetico). Queste stesse colture, una volta deprivate del siero, perdono la 
capacità proliferativa ed assumo il fenotipo quiescente (contrattile). 
La possibilità di riprodurre in vitro la modulazione fenotipica reversibile delle cellule 
muscolari lisce di arteria rende il nostro modello particolarmente adeguato allo studio e 
l’individuazione di proteine che, partecipando all’attivazione delle SMC. 
 I fattori di crescita contenuti nel siero, legandosi ai recettori specifici di membrana, ne 
inducono l’attività tirosin cinasica che a sua volta innesca una serie di fosforilazioni a catena 
di mediatori proteici. Pertanto, l’attivazione del fenotipo proliferante, sintetico, è legata 
all’accensione di diverse vie di trasduzione del segnale con il reclutamento di proteine 
mediatrici ed adattatrici che si fosforilano e si complessano generalmente nei pressi della 
membrana citoplasmatica. 
Scopo di questo lavoro di dottorato è stato lo studio proteomico delle modifiche 
molecolari che promuovono il passaggio delle VSMC dal fenotipo quiescente a quello 
attivato-proliferante. La proteomica rappresenta la frontiera estrema di acquisizione di 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            VII 
informazioni sul fenotipo rappresentativo di un dato stadio della patologia. La proteomica è 
utile per determinare quali, quante ed in che tempi le proteine si esprimono in relazione ad un 
determinato stimolo, ed è complementare alla genomica in quanto si focalizza sul prodotto del 
gene. Per questi motivo abbiamo deciso la sua applicazione alla nostra problematica. 
In particolare, è stata analizzata la modulazione del contenuto di tirosina fosforilata 
nelle proteine di cellule VSMC in seguito  all’attivazione cellulare indotta da siero o singoli 
fattori di crescita, come IGF-I (Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1) e PDGF-BB (Platelet 
Derived Growth Factor PDGF-BB). 
Il confronto degli elettroferogrammi 2D (profili 2D-PAGE) risultanti dalle VSMC 
quiescenti, contrattili, od attivate-proliferanti, sintetiche, ci ha portato a riscontrare una 
consistente quantità di differenze nell’espressione proteica. 
Delle proteine differenzialmente espresse nei due fenotipi, 20 sono stata identificate con 
tecniche di Spettrometria di Massa e la loro modulazione neil livelli di fosforilazione in 
tirosina è stato registrata a tempi diversi di stimolazione con il siero (da 0-48 ore). 
Le proteine identificate sono state suddivise in tre classi omogenee: (a) gli enzimi del 
metabolismo del glucosio, (b) elementi del citoscheletro, (c) ciaperonine. Altre proteine sono 
state identificate ma non è stato possibile riunirle in una classe omogenea. 
Dall’analisi della fosforilazione nell’arco delle 48 ore (time-course), emerge una 
riduzione del livello di fosforilazione, circa la metà di quello iniziale. Nelle varie classi le 
variazioni in tirosin-fosforilazione delle proteine, tranne rare eccezioni, hanno un andamento 
omogeneo. La fosforilazione a 10 minuti dalla stimolazione risulta critica anche nelle varie 
classi delle proteine identificate, evidenziando un ruolo cruciale degli eventi precoci 
nell’attivazione delle VSMC. Per questo motivo abbiamo dissezionato il ruolo di singoli 
fattori di crescita sulla modulazione a 10 minuti del profilo di fosforilazione delle proteine 
identificate. 
La differenza più significativa riguarda la classe delle ciaperonine,la cui fosforilazione è 
diversamente modulata dai singoli fattori di crescita o dal siero. Questa modulazione non è 
significativo per gli enzimi del metabolismo del glucosio. Mentre quanto concerne gli 
elementi del citoscheletro non sono stati evidenziate fluttuazioni significative ai tempi 
precoci, ad eccezione della α−actina, che mostra una marcata diminuzione. 
Concludendo i nostri risultati indicano che le ciaperonine in generale e le proteine da 
stress in particolare hanno un ruolo cruciale nei primi stadi del processo di attivazione. 
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1 PATOLOGIE CARDIOVASCOLARI 
 
Le malattie vascolari, in particolare l'ictus cerebrale, le arteriopatie periferiche e l'infarto 
del miocardio costituiscono la prima causa di morte nei paesi industrializzati. A causa del 
costante invecchiamento della popolazione e del diffondersi dei fattori di rischio che ne 
favoriscono l'insorgenza e la progressione, le patologie vascolari sono in continua crescita in 
Italia e in tutta Europa. Ma non solo, è evidente e preoccupante la tendenza verso una 
comparsa sempre più precoce dei sintomi con un conseguente interessamento di fasce sempre 
più ampie della popolazione. Alcune patologie sono gravi, ad alto rischio di mortalità e di 
invalidità (come l'ictus, le arteriopatie degli arti inferiori, la trombosi venosa profonda nelle 
sue complicanze e alcune arteriti), altre determinano limitazioni funzionali di vario grado 
(come le ulcere), altre ancora sono di prevalente impatto sulla qualità della vita (Raynaud, 
insufficienze venose e varici). Nonostante la prevenzione e la terapia della malattia coronarica 
abbiano portato a una riduzione del 28,6% del tasso di mortalità fra il 1984 e il 1994, la 
malattia coronarica e l'ictus ischemico insieme costituiscono la prima causa di morte nei Paesi 
industrializzati dell'Occidente e la loro prevalenza nel resto del mondo è in aumento. La 
frequenza dei decessi per coronaropatia in uomini bianchi di età compresa tra 25 e 34 anni è 
di circa 1:10000; tale percentuale sale a quasi 1:100 tra i 55 e i 64 anni. Questa relazione con 
l'età può essere dovuta al tempo necessario affinché le lesioni si sviluppino o alla lunga durata 
di esposizione ai fattori di rischio. Tra i 35 e i 44 anni, la mortalità per malattia coronarica è di 
6,1 volte superiore nel sesso maschile rispetto a quello femminile. Per ragioni sconosciute, la 
differenza fra i due sessi è meno evidente al di fuori della razza bianca. Secondo i dati emersi 
da recenti studi europei e americani, l'impatto economico e sociale, oltre che umano, delle 
patologie vascolari è rilevante, in termini di costi sanitari sia diretti che indiretti (i problemi 
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venosi, ad esempio, incidono per oltre l'1-2% sui bilanci sanitari annuali dei Paesi 
occidentali).  
I fattori di rischio cardiovascolare si dividono in modificabili (attraverso cambiamenti 
dello stile di vita o mediante assunzione di farmaci) e non modificabili. 
I fattori di rischio non modificabili sono:  
• età: il rischio aumenta progressivamente con l'avanzare dell'età  
• sesso maschile: gli uomini sono più a rischio delle donne. Nella donna il rischio 
aumenta sensibilmente dopo la menopausa  
• familiarità: parenti con eventi cardiovascolari in età giovanile (meno di 55 anni 
negli uomini e di 65 nelle donne).  
I fattori di rischio modificabili sono: 
• fumo. La nicotina accelera il battito cardiaco e fa aumentare la pressione arteriosa. Il 
monossido di carbonio diminuisce la quantità di ossigeno, vitale per il cuore, 
presente nel sangue e favorisce lo sviluppo dell’aterosclerosi. 
• ipertensione (pressione arteriosa elevata). Una pressione arteriosa elevata 
costringe il cuore a un lavoro eccessivo e accelera la formazione di placche 
aterosclerotiche sulle pareti delle arterie. 
• colesterolemia totale elevata. Il colesterolo, può trovarsi in quantità eccessive nel 
sangue a causa di un’alimentazione ricca di grassi (specialmente di origine animale) 
e di colesterolo o, più raramente, a causa di una predisposizione genetica. Maggiore 
è la sua quantità, più alto è il rischio che si depositi nelle pareti delle arterie. 
• Bassa HDL-colesterolemia. La HDL-colesterolemia è utile per rimuovere la 
colesterolemia in eccesso; minore è la sua quantità, maggiore è il rischio 
cardiovascolare. 
• Diabete. Il diabete, se non correttamente controllato, può favorire l’aterosclerosi, 
incrementando il rischio cardiovascolare. 
(Fuster V et al., 2005) 
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1.1 Patologie cardiovascolari ed SMC 
L’arterosclerosi e la formazione di trombi sono le cause principali della maggior parte 
degli infarti, le complicanze vascolari sono la maggiore causa nei fallimenti post-trapianto di 
cuore, fegato e rene (Cecka and Terasaski, 1993; Stallone et al., 2004). 
Sebbene i meccanismi molecolari di questa processo degenerativo vasale conservino 
ancora ampi settori da investigare, è tuttavia chiaro come molti aspetti fondamentali del 
meccanismo di patogenesi siano condivisi nell’aterosclerosi, nella ristenosi in seguito ad 
angioplastica e nella sclerosi dei vasi trapiantati. 
La parete vasale sana è costituita di tre differenti strati concentrici morfologicamente 
distinti, dette tuniche: l’intima, la media e l’avventizia.  
Nelle arterie lo strato più interno della parete, detta tunica intima, è a contatto con lo 
strato di cellule endoteliale (EC, in rosso nella figura 1) tramite la membrana basale (in grigio 
nella figura 1), ed è separata dalla tunica media, costituita di SMC (in azzurro nella figura 1), 
dalla lamina elastica interna (IEL, in nero nella figura 1). 
 
Figura 1 
Le SMC costituiscono quella che viene chiamata tunica Media. Questa è formata da vari 
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strati di SMC circondate da una fitta matrice extracellulare di collagene ed elastina. La tunica 
media confina più esternamente tramite la membrana elastica esterna (EEL, in nero nella 
Figura 1) con la tunica avventizia, costituita da tessuto connettivo, contenente fibroblasti (in 
color crema nella Figura 1), vasa vasorum e nervi vasomotori. 
Una caratteristica comune a tutte le patologie cardiovascolari displastiche a carattere 
fibroso, è una anomala migrazione e proliferazione delle cellule muscolari lisce (SMC), che 
vanno a formare un nuovo strato cellulare a livello della tunica intima, chiamato neointima, 
che può determinare l’occlusione dell’arteria. 
Altri fenomeni, oltre la migrazione e la proliferazione, riguardano le SMC e sono 
condivisi da diverse malattie vascolari come la morte programmata (Björkerud and Björkerud, 
1997; Mayr et al., 2001) e l’infiammazione. L’infiammazione costituisce un importante 
fattore eziologico nella formazione delle lesioni della neointima (Zhou et al., 1996). Cellule 
infiammatorie sono state ritrovate in abbondanza negli ateromi e nei vasi degli organi 
trapiantati, dove si pensa che inducano l’espressione di citochine e di molecole di adesione, 
contribuendo attivamente alla progressione della patologia. 
Di seguito è riportata una breve analisi delle cause e delle ipotesi di meccanismo di 
induzione delle patologie vascolari che spesso si sovrappongono e possono l’una avere 
origine nell’altra e viceversa. 
 
1.1.1 Ipertensione arteriosa 
L’ipertensione sistemica è una patologia cardiovascolare largamente diffusa, definita 
clinicamente come una pressione diastolica sostenuta oltre i 90 mmHg od una pressione 
sistolica superiore ai 140 mmHg (The Seventh Report of the Joint National Committee on 
Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure, The JNC 7 Report 
2003). Sebbene l’eziologia sia estremamente complessa ed assai variabile tra gli individui, 
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una caratteristica comune nella maggior parte dei casi di ipertensione è un aumento della 
resistenza periferica come risultato di un aumento del tono vasale dovuto alla variazione della 
contrattilità delle cellule muscolari lisce (SMC). I cambiamenti in contrattilità vengono 
attribuiti a più fattori che includono alterazioni della concentrazione intracellulare del calcio a 
causa di uno sbilanciamento tra accumulo e rilascio o a causa di alterazioni del potenziale di 
membrana. (Hermsmeyer K. 1993; Wellman GC, et al 2001). La conseguenza principale è un 
rimodellamento vasale, un processo complesso che coinvolge l’attivazione fenotipica delle 
SMC, che acquisiscono un fenotipo iperplastico con tipica capacità di proliferazione e 
migrazione.  
 
1.1.2 Aterosclerosi 
La placca aterosclerotica è costituita da un accumulo di lipidi intra ed extracellulari, di 
cellule infiammatorie, cellule muscolari lisce, tessuto connettivo e glicosaminoglicani. La 
lesione aterosclerotica precoce è la stria lipidica formata da cellule schiumose cariche di lipidi 
individuate come monociti che si sono spostati dal flusso circolante giungendo fino allo strato 
sottoendoteliale dell'intima dove si sono trasformati in macrofagi. La stria lipidica si evolve 
successivamente in placca fibrosa (fatta di cellule muscolari lisce intimali circondate da 
tessuto connettivo e da lipidi intracellulari ed extracellulari). 
La placca aterosclerotica è fonte di infiammazione cronica e rappresenta un disordine 
fibroproliferativo che con il progredire del tempo può causare l’occlusione del lume 
dell’arteria ed il conseguente apporto insufficiente di ossigeno agli organi nella periferia. Essa 
si può anche trasformare in un evento clinico acuto quando, in seguito a rottura, provoca la 
comparsa di trombi. In effetti, alcune placche sono instabili, specialmente quelle coperte da 
un sottile cappuccio fibroso che hanno un maggior contenuto di lipidi e di cellule 
infiammatorie. Queste placche possono subire la rottura spontanea, riversando il contenuto nel 
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flusso ematico. La rottura della placca induce la trombosi; il trombo può embolizzare, 
occludere rapidamente il lume fino a provocare una sindrome coronarica acuta o diventare 
gradualmente parte della placca, contribuendo alla sua crescita. 
Tre ipotesi principali sono state formulate per spiegare l’origine dell’aterosclerosi. 
Come vedremo, le tre ipotesi si complementano. 
L'ipotesi lipidica postula che un aumento di concentrazione delle “Low Density 
Lipoproteins” (LDL) plasmatiche ne induca l'ingresso all’interno della parete arteriosa, con 
conseguente accumulo di lipidi nelle cellule muscolari lisce e nei macrofagi (cellule 
schiumose). Le LDL contribuiscono anche all'iperplasia delle cellule muscolari lisce 
favorendo la loro migrazione verso le regioni intimali e sotto-intimali in risposta a fattori di 
crescita. Le LDL, in tale ambiente, subiscono modifiche diventando più aterogene, in 
particolare la componente lipidica di colesterolo è suscettibile a modificazioni e ad 
ossidazioni. Le LDL modificate od ossidate sarebbero agenti chemiotattici per i monociti 
circolanti e ne indurrebbero la migrazione nell'intima, la loro precoce comparsa nelle strie 
lipidiche e la loro trasformazione e stabilizzazione come macrofagi nel compartimento sotto-
intimale. A loro volta, i recettori di membrana dei macrofagi facilitano l'ingresso delle LDL 
ossidate al loro interno trasformandole in cellule schiumose ricche di lipidi. Le LDL ossidate 
sono anche citotossiche per le cellule endoteliali e possono essere responsabili della 
disfunzione della parete o della loro scomparsa dalle lesioni più avanzate, un effetto sinergico 
che a sua volta richiama macrofagi ed aumenta l’accumulo di cellule schiumose.  
L'ipotesi del danno endoteliale cronico postula che il danno endoteliale dovuto a 
diversi cause provochi una perdita di endotelio sarebbero che innescherebbe il reclutamento e 
l’adesione delle piastrine allo strato sottoendoteliale. L’aggregazione piastrinica provoca il 
rilascio di citochine, chemochine e fattori di crescita con richiamo di monociti e linfociti T a 
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loro volta attivi produttori di fattori chemiotattici e di crescita. Questi fattori di crescita ed 
agenti chemiotattici inducono la migrazione delle SMC dalla tunica media verso la tunica 
intima dove si replicano e sintetizzano tessuto connettivo e proteoglicani a formare una placca 
fibrosa. Tutto questo coacervo di cellule di differente origine e natura alimenta un insieme di 
stimoli che contribuisce all'iperplasia delle SMC e alla produzione di matrice extracellulare.  
 
Figura 2 Schema di una placca ateroscherotica: nelle lesioni aterosclerotiche avanzate, 
la tunica intima è ispessita a casusa dell’accumulo dei monociti (in rosso) e dei 
linfociti (in rosa) del siero e dalle SMC (in azzurro) migrate della tunica media. La 
lesione è “asimmetrica”, risultando localizzata ad un lato della parete. Le SMC 
formano una “barriera” fibrosa tra il lume del vaso ed il nocciolo ricco in lipidi (in 
giallo), che spesso rappresenta la parte maggiore della placca. Il nocciolo lipidico 
contiene dei cristalli di colesterolo (in bianco) ed aree di calcificazione. 
 
L’ipotesi infiammatoria. L’endotelio che riveste il lume dei vasi sanguigni, oltre alla 
funzione principale di barriera per il trasporto selettivo degli elementi del sangue, è una 
superficie anti-aderente per i leucociti circolanti con il compito di prevenire risposte 
infiammatorie inopportune. I linfociti espongono sulla membrana cellulare il recettore Fas che 
può interagire con il ligando (FasL) a sua volta esposto dall’endotelio non attivato; il legame 
tra il recettore ed il ligando induce l’apoptosi in tutti quei linfociti che fortuitamente 
aderiscano alla parete del vaso. Nel caso in cui l’endotelio venga attivato da citochine 
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infiammatorie (es. TNF-α), l’espressione di FasL viene inibita ed i linfociti possono aderire 
alla parete ed attraversare l’endotelio. In aggiunta, le cellule endoteliali attivate, espongono 
sulla loro superficie fattori in grado di reclutare un serie di leucociti. In particolare la 
molecola di adesione vascolare-1(“vascular cell adhesion molecola-1” VCAM-1), lega alcuni 
tipi di cellule circolanti, ritrovate negli stadi precoci di ateromi umani. L’espressione della 
VCAM-1 è indotta anche dalle molecole di LDL ossidato (Szmitko et al, 2003; ). L’accumulo 
di linfociti, macrofagi e cellule T nello strato della tunica media è, come già descritto in 
precedenza, causa di produzione di citochine, chemochine e fattori di crescita in grado di 
promuovere tutti gli eventi descritti alla base della progressione e della crescita della placca 
aterosclerotica ( Libby P., 2002).  
 
1.1.3  Ristenosi 
Il tessuto cardiaco si alimenta dal sangue apportato dalle coronarie. Condizioni di 
ipossia generate dall’occlusione delle coronarie possono generare ischemia ed infarto del 
muscolo cardiaco.Uno dei principali trattamenti per la rivascolarizzazione delle arterie 
coronariche occluse è l’angioplastica (Angioplastica Percutanea Transluminale Coronaria 
PTCA). Durante questa procedura, nelle arterie del paziente è inserito un catetere fornito 
all’estremità di un palloncino dilatabile. 
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Figura 3 Schema della metodica dell’angioplastica per 
inserimento di catetere con palloncino rigonfiabile 
 
Nella zona in cui è presente il restringimento dell’arteria, il palloncino viene gonfiato in 
modo da dilatare il lume del vaso. Contemporaneamente, viene inserita una endoprotesi 
vascolare metallica, denominata “stent” allo scopo di fornire un sostegno meccanico per 
mantenere l’arteria aperta. 
 
 
Figura 4 Due differenti rappresentazioni di arterie con inserito uno stent come 
sostegno meccanico in un intervento di angioplastica 
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Il successo della PTCA è tuttavia limitato dalla comparsa di una riocclusione vasale 
successiva all’operazione: ristenosi. Alla fine degli anni ’80 si potevano stimare l’incidenza 
della ristesosi (ISS intra-stent stenosi o ristenosi) nel 30-40% dei pazienti (Holmes et al., 
1984; Gruentzig et al., 1987). La percentuale di ristenosi dopo angioplastica con impianto di 
stent è attualmente assai più bassa e varia tra il 10 ed il 20% (Bennett M. R., 2003). A 
differen
complessa tra il ritorno elastico del vaso, l’iperplasia dell’intima e il rimodellamento negativo 
del va
aterosclerotiche (Billingham, 
za della stenosi  dopo angioplastica senza impianto di stent, dovuta ad un’interazione 
so, la ISS è il risultato di una iperplasia dell’intima ad opera esclusivamente delle SMC 
(Christen T. et al., 2001) e determina il formarsi di un nuovo strato nella parete vasale: la 
neointima. La procedura d’impianto dello stent porta ad una lesione della parete del vaso 
coronario a causa di uno stiramento meccanico, la denudazione endoteliale, la rottura della 
lamina elastica interna e la dissezione della tunica media. Tutto questo è accompagnato da una 
forte risposta infiammatoria con il rilascio di fattori e mediatori chimici già in parte descritti. 
La denudazione endoteliale, in particolare, espone degli strati sottostanti ai fattori mitogeni 
contenuti nel sangue, il cui stimolo viene sommato all’assenza del controllo svolto 
dall’endotelio sui processo proliferativi e chemotattici.  
Tutti questi elementi contribuiscono all’attivazione delle SMCs della media, che 
proliferano e migrano nell’intima, generando un’iperplasia. 
 
1.1.4  Aterosclerosi da trapianto 
Il rigetto cronico o l’aterosclerosi da trapianto rimane la causa principale della cattiva riuscita 
nei trapianti di cuore e fegato (Cecka and Terasaski, 1993). Le lesioni da aterosclerosi post-
trapianto assomigliano per consistenza alle classiche lesioni 
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1992; Häyry et al., 1993b), sebbene l’ispessimento dell’intima sia concentrico a differenza di 
quello eccentrico dovuto alle classiche lesioni aterosclerotiche. Inoltre, difficilmente contiene 
calcificazioni. 
 
 
Figura 5 Schema : Nell'arteriosclerosi da trapianto, l'intera parete del l'arteria è implicata con 
conseguente formazione di una lesione “concentrica„. I macrofagi infiammatori (viola) ed i 
linfociti (colore rosa) sono soprattutto nella tunica intima con associato un accumulo di SMC 
(in azzurro). Le cellule infiammatorie inoltre si ritrovano spesso anche nell’avventizia.  
A parte i già descritti fattori di rischio, sono considerati fattori di rischio specifici per il rigetto 
cronico un tempo prolungato di ischemia fredda (periodo durante il quale gli organi e i tessuti 
del donotaore sono privati di sangue e dell’ossigeno e vengono conservati al freddo) e la 
formazione di radicali di ossigeno (Wanders et al., 1995). La produzione di radicali liberi 
durante la riperfusione è verosimilmente il principale meccanismo del danneggiamento 
dell’endotelio e dell’attivazione delle SMC (Yilmaz, 1992; Flitter,1993; Ward and Mc Carthy, 
1994). Elementi in grado di neutralizzare i radicali liberi, come l’enzima superossido 
dismutasi o terapie antiossidanti sono considerate terapie preventive nel danno da riperfusione 
(Land et al., 1994). 
 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            13 
2 LE CELLULE MUSCOLARI LISCE (SMC, SMOOTH MUSCLE CELLS)   
 
Come già descritto in precedenza, la tunica media delle arterie è costituita da tessuto 
muscolare liscio. Si tratta di un tessuto che non è confinato alle sole pareti dei vasi sanguigni 
e linfatici ma è parte essenziale della tunica muscolare di altri organi cavi, quali il tubo 
igerente, la trachea e i condotti alveolari, l’apparato urinario e genitale, i dotti secretori di 
gni 
brocellula è rivestita da uno spesso strato di natura glicoproteica e ricco di fibre reticolari. Il 
nucle
d
molte ghiandole. Il tessuto muscolare liscio è composto da fibrocellule muscolari lisce. O
fi
o, allungato, si localizza approssimativamente al centro. Il sarcoplasma delle SMC 
contiene un complesso di Golgi e un reticolo endoplasmatico poco sviluppati, mentre i 
mitocondri sono grandi e numerosi. La cellula è occupata da numerose miofibrille disposte 
secondo il suo asse maggiore. Esse sono dette lisce in contrasto con le striate, che 
costituiscono la muscolatura scheletrica, in quanto prive di strutture ad andamento periodico. 
Le miofibrille sono formate da due tipi di miofilamenti, uno sottile e fittamente rappresentato 
ed uno di natura più spessa. Questi filamenti convergono in zone addensate (corpi densi) al di 
sotto della membrana plasmatica che rappresentano i punti di ancoraggio per la contrazione 
della cellula. I costituenti delle miofibrille lisce sono due proteine simili a quelle riscontrate 
nel tessuto muscolare scheletrico: actina (filamenti sottili, ancorati ai corpi densi) e miosina 
(filamenti spessi). Queste due proteine differiscono leggermente da quelle del muscolo striato 
e sono specifiche del tessuto muscolare liscio. L’importanza funzionale di tali differenze non 
è nota. Le due proteine formano un complesso, actinomiosina, capace di contrarsi quando le 
catene leggere della miosina sono fosforilate. Gli enzimi che governano i livelli di 
fosforilazione della miosina sono regolati dal Ca2+, la cui azione è modulata dalla calmodulina 
che si comporta in maniera simile alla troponina C nel muscolo striato. Le miofibrille lisce 
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non sono organizzate in unità come nel muscolo scheletrico, ma si trovano disperse nella 
cellula rilassata e si aggregano in filamenti al momento della contrazione sotto l’azione del 
Ca2+ generando un dimero con i gruppi attivi alle due estremità. 
Oltre ai filamenti spessi e sottili, vi sono dei filamenti intermedi. I filamenti intermedi 
non hanno un ordine preciso all’interno del sarcoplasma, non essendo implicati 
nell’interazione tra i filamenti di actina e miosina, si pensa che abbiano un ruolo di sostegno, 
facendo parte del citoscheletro della cellula. Le fibrocellule sono in grado di mantenere un 
parziale stato di contrazione, detto tono, che svolge un ruolo determinante nel mantenere il 
calibro del lume vasale. 
 
hanno caratteristiche simili ai fibroblasti del connettivo, ma 
ell’organismo adulto le VSMC mature acquisiscono un fenotipo contrattile e la loro capacità 
iche che 
nello 
2.1 La modulazione fenotipica delle cellule muscolari lisce dei vasi sanguigni 
Nei diversi stadi dello sviluppo embrionale, le cellule muscolari lisce dei vasi sanguigni 
(VSMC) si presentano differenti sia morfologicamente che funzionalmente a seconda che 
derivino dal mesoderma o dall’ectoderma. Nelle fasi iniziali dello sviluppo embrionale le 
cellule muscolari lisce 
n
di proliferare diminuisce. Al contrario delle cellule muscolari cardiache e scheletr
stadio differenziativo terminale sono incapaci di proliferare, le VSMC mature 
presentano una notevole plasticità fenotipica e mantengono la capacità di rientrare nel ciclo 
cellulare in risposta ai fattori di crescita. In aggiunta alla complessità che deriva dalle diverse 
origini embrionali e dagli stadi dello sviluppo, le VSMC mature possono mostrare una varietà 
di fenotipi in risposta all’ambiente circostante (Figura 6). 
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Figura 6. Modulazione fenotipica delle VSMC. Queste hanno la capacità di 
modulare il proprio fenotipo e rientrare nel ciclo cellulare in risposta a 
stimoli mitogeni in vitro e danno vasale in vivo.  
 
 
Nella molteplicità di fenotipi espressi dalle VSMC possiamo distinguere due situazioni 
estreme: la prima, definita “contrattile”, che riguarda il livello massimo di specializzazione ed 
è rapprese inita 
“sintetica”, che all’opposto ha un più basso grado di specializzazione, con caratteristiche 
simili
nti. La conversione dallo stato contrattile a quello sintetico può essere osservata “in 
vitro”
ntata dalle cellule dei vasi sani dell’individuo adulto e la seconda, def
 
 ai fibroblasti. Questo ultimo tipo di cellula, ha funzioni e morfologia simili a quelle 
delle VSMC embrionali, che sono in grado di proliferare, migrare e produrre matrice 
extracellulare (da questa caratteristica la definizione di “sintetico”). Questa plasticità delle 
cellule VSMC contribuisce all’insorgenza e alla progressione di molte patologie della parete 
dei vasi. 
Le VSMC attivate o sintetiche hanno un corpo cellulare più largo e possiedono un 
nucleo più esteso rispetto alle tipiche fibrocellule. La morfologia del citoplasma registra un 
aumento di organelli sintetici e secretori accompagnato da un minor contenuto di 
miofilame
 dopo alcuni giorni di coltura delle VSMC in un opportuno terreno (Campbell GR. Et 
al., 1988; Hao et al.,2002). 
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La modulazione fenotipica mostra sostanziali cambiamenti a livello molecolare nella 
regolazione delle proteine contrattili. Le VSMC possono esprimere, ad esempio, svariate 
isoforme della miosina. Due di queste isoforme, SM1 ed SM2 sono espresse nelle arterie di 
indivi
lle cellule VSMC contrattili, presenti nella tunica media 
della parete di un’arteria di un individuo adulto sano, corrisponde ad una fase G0-G1 del ciclo 
lar
nti circolanti (mitogeni linfochine, citochine, chemochine) ed ai fattori di crescita 
sintet
indi supporre che i livelli 
di pr
dui adulti sani mentre l’isoforma SMemb è espressa solo a livello embrionale e in 
cellule attivate nel corso dell’aterogenesi (Walsh et al., 2001). I cambiamenti nell’espressione 
della miosina supportano l’ipotesi di un regresso delle VSMC dei vasi danneggiati ad un 
fenotipo simile a quello embrionale. 
 
2.2 L’attivazione delle VSMC 
La condizione di quiescenza de
cellu e.  
Il trauma meccanico generato dall’impianto di stent, nel corso di interventi di 
angioplastica, provoca, come già detto, una lesione dell’endotelio esponendo le VSMC ai 
diversi age
izzati dalle stesse cellule coinvolte nella lesione. Nel sito della lesione, le VSMC 
subiscono un’attivazione che comporta la conversione in un fenotipo meno specializzato, 
sintetico, che conferisce loro la capacità di proliferare e di migrare. 
L’attivazione di una serie di fattori di trascrizione assume un ruolo chiave nel processo 
di differenziazione delle VSMC e nella messa in moto del ciclo cellulare. La loro espressione 
è probabilmente regolata dai mitogeni o dal danno vasale. Si può qu
oliferazione, migrazione e differenziamento delle VSMC siano determinati da un 
complesso assortimento di fattori di trascrizione che agiscono di concerto controllando e 
modulando l’espressione di geni VSMC-specifici. 
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Una serie di geni specifici di VSMC, con le relative proteine sintetizzate, sono stati 
identificati come marcatori dello stato di differenziamento-maturazione di queste cellule. Tra 
queste proteine troviamo le numerose isoforme delle proteine dell’apparato contrattile: SM α-
actina
-actina è assolutamente specifica per le VSMC ed è necessaria, nell’animale adulto in 
condi
Come in tutte le altre cellule, anche nelle VSMC la proliferazione stimolata dai fattori di 
ione di proto-oncogeni quali c-fos, c-myc, c-
yb, B.myb e ras. Le relative proteine agiscono da fattori di trascrizione che attivano 
l’espr
, SM MHC (Smooth Muscle Myosin Heavy Chain), h1-calponina, SM22 α, h-
caldesmone, desmina, metavinculina, smootelina e la proteina aortica carbossipeptidasi-
simile.  
La SM α-actina è un eccellente marcatore del differenziamento, essendo nota per essere 
la prima proteina espressa durante il differenziamento delle VSMC nel corso dello sviluppo. 
L’ SM α
zioni normali (Owens et al., 2004; Shanahan et al., 1998), per la realizzazione della 
forza contrattile. L’SM α-actina è la proteina più abbondante nelle VSMC differenziate e 
costituisce più del 40% del totale delle proteine cellulari. 
 
3 FATTORI DI TRASCRIZIONE 
 
crescita è mediata da una precoce sovra-espress
m
essione di geni, incluse le cicline (Cdc, cell cycle dependent cyclin) necessarie alla 
progressione del ciclo cellulare attraverso specifiche interazioni con le cinasi ciclina-
dipendenti (CDK, cycline dependent kinase). I prodotti di alcuni proto-oncogeni sono in 
grado anche di aumentare l’attività di cinasi ciclina-dipendenti e di circuitare il segnale dello 
stimolo che regola la crescita nella cascata di interazioni proteiche coinvolte nella transizione 
fenotipica.  
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In cellule VSMC attivate si può osservare, inoltre, una precoce sovra-espressione 
dell’antigene nucleare di proliferazione, PCNA (proliferating cell nuclear antigen), che 
stimola l’attività della DNA-polimerasi-δ.  
i delle cinasi ciclina-dipendenti (CKI, cycline 
depen
La progressione del ciclo cellulare nelle SMC dopo danno vasale viene regolata anche 
dall’espressione di fattori di trascrizione quali p53, GAX, GATA-6, E2A e Id, che, a loro 
volta, regolano l’espressione di inibitor
dent kinase inhibitor), come p27kip1 e p21cip1.  
La via di trasduzione del segnale comune porta ad una regolazione del ciclo cellulare 
attraverso la trascrizione e traduzione delle proteine che lo regolano. 
 
 
Figura 7. I fattori di trascrizione che promuovono il fenotipo 
quiescente o contrattile delle SMC includono gax e GATA-6. 
Inversamente i fattori di trascrizione BTEB2 e Egr-1 
promuovono l’attivazione del fenotipo sintetico e l’ingresso 
nel ciclo cellulare delle SMC. 
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3.1 GATA-6 
GATA-6 è l’unico componente della famiglia dei fattori GATA ad essere espresso a 
velli apprezzabili anche nell’adulto oltre che a livello embrionale. Nelle SMC in coltura 
ni, GATA-6 subisce una rapida e transiente riduzione di espressione. 
L’effe
è un fattore di trascrizione che fa parte della famiglia dei geni omeotici dotati di un 
ominio di legame per il DNA denominato “homeobox”. Questi geni, altamente conservati 
o all’uomo, sono fondamentali nello sviluppo e sono coinvolti nel 
mode
li
stimolate con mitoge
tto dei livelli di espressione di GATA-6 sulla proliferazione è stato studiato in cellule 
SMC stimolate con mitogeni ove l’espressione forzata di GATA-6 determina la sovra-
espressione di p21 che inibisce la proliferazione a livello della fase G1 del ciclo cellulare 
(fig.). D’altra parte, una ridotta espressione di GATA-6 è stata notata dopo 1-3 giorni dal 
danno vasale, che corrisponde al picco proliferativo delle SCM nella tunica media.(Walsh et 
al., 2001) 
 
3.2 GAX 
Gax 
d
dagli insetti fin
llamento della struttura corporea. A livello cellulare essi controllano la proliferazione, il 
differenziamento e la migrazione. Nelle VSMC Gax è maggiormente espresso quando 
esistano le condizioni che favoriscono il fenotipo quiescente-contrattile e la sua 
concentrazione viene rapidamente diminuita quando le cellule vengono stimolate con 
mitogeni, come PDGF ed angiotensina II. La capacità di Gax di inibire la proliferazione delle 
VSMC sembra essere mediata dalla sovra-espressione della cinasi ciclina dipendente p21 che 
funziona da inibitore del ciclo cellulare. Una iper-espressione di Gax riesce a frenare la 
proliferazione cellulare che si genera in seguito al danno provocato nella carotide di ratto in 
un modello di denudazione endoteliale mediante angioplastica. (Smith RC et al., 1997; 
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Perlman H. et al., 1999). Il gene Gax risulta avere un ruolo anche nella regolazione della 
motilità delle VSMC agendo sulle proteine della matrice extracellulare ( Witzenbichler B et 
al., 1999). Esperimenti effettuati sia in vitro che nella carotide di ratto in seguito a danno da 
angioplastica, hanno evidenziato come l’ iper-espressione di Gax, provochi una ridotta 
espressione delle integrine αvβ3 e αvβ5 attraverso la soppressione delle subunità β3 e β5 dei 
recettori ( Witzenbichler B et al., 1999). Questo suggerisce che l’azione pleiotropica del gene 
gax sulla modulazione della motilità delle cellule vascolari sia dovuta alla sua capacità di 
interferire con il segnale mediato dalle integrine. 
 
3.3 I fattori di trascrizione (MADs box) SRF e MEF2 
La famiglia dei fattori di trascrizione dotati di un dominio funzionale comune 
enominato MAD box, contiene proteine che regolano la crescita cellulare e l’espressione 
 dotati di MAD box sono i fattori 
di ris
to-oncogene c-fos. 
d
tessuto-specifica dei geni. Prototipo dei fattori di trascrizione
posta al siero (SRF, serum response factor). Tutti questi fattori condividono un comune 
sito di legame per il DNA definito dalla sequenza consenso CC(A/T)6GG altrimenti chiamato 
motivo CArG. Alcuni promotori di geni specifici delle cellule muscolari lisce contengono il 
motivo CArG. Tra questi la SMα-actina, la SM22α, la telochina e la catena pesante della 
miosina muscolare liscia. 
Gli elementi CArG sono implicati non solo nella regolazione sia di geni specifici del 
differenziamento, ma anche di geni implicati nell’attivazione e nella progressione del ciclo 
cellulare, come il gene pro
Nel caso della SMα-actina, gli elementi CArG nella regione regolatoria del gene sono 
due ed operano in sinergia nell’attivazione della trascrizione tessuto-specifica. 
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Le SRF sono ordinariamente espresse nelle VSMC con fenotipo quiescente, ma la loro 
attività di legame con il DNA viene notevolmente incrementata, in seguito a stimolo con 
mitog
related factors, RSRF,) sono stati 
identi
 associato alla modulazione fenotipica delle VSMC. 
 
Le VSMC, all’interno della neointima formatasi dopo angioplastica, esprimono una 
ena pesante della miosina, SMemb. L’induzione di SMemb è 
regola
eni, per aumento della loro espressione. E’ possibile che bassi livelli di SRF attivino 
l’espressione delle proteine contrattili e contribuiscano a mantenere le SMC nel fenotipo 
contrattile-quiescente, mentre alti livelli portino all’attivazione di quel programma genetico 
che conduce alla modulazione fenotipica di queste cellule. 
Altri fattori di trascrizione implicati nella regolazione della proliferazione e del 
differenziamento di VSMC e correlati con le SRF (SRF 
ficati. Fra questi, è di particolare interesse il fattore di amplificazione trascrizionale 
miocita-specifico di tipo 2 (MEF2, myocyte-specific enhancer factor 2), ma il suo esatto ruolo 
nella regolazione della proliferazione e differenziamento delle VSMC non è ancora chiaro. 
L’attività di legame di MEF2 al DNA nelle VSMC quiescenti viene stimolata dopo quattro 
ore di trattamento con mitogeni. Questo stimolo deriva da un incremento della disponibilità di 
proteina MEF2 attiva non dovuta all’aumento dell’mRNA (trascrizione) ma dall’attivazione 
di proteina preesistente.  
Concludendo è possibile affermare che MEF2, come le SRF, sembrano partecipare al 
programma genetico che è
3.4 BTEB2 ed Egr-1 
particolare isoforma della cat
ta da fattori di trascrizione BTEB2 (BTEB2, basic transcription regulatory element 
binding protein 2) caratterizzati da un dominio strutturale di coordinazione dello zinco 
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deputato al legame con il DNA denominato “zinc finger”. BTEB2 contiene due domini “zinc 
finger” ed appartiene alla famiglia dei fattori Krupper-simile che include Sp1. 
BTEB2 è poco espressa nelle VSMC dell’adulto mentre è espressa nell’aorta fetale. Nel 
corso
.5 L’attivazione di Ras e Grb2  
In seguito al danno vasale provocato dall’angioplastica, numerosi fattori di crescita e 
ligand
JNK (c-Jun-Nh2-terminal kinase) e p38-MAPK. 
 della modulazione fenotipica delle VSMC, l’espressione di BTEB2 aumenta e la sua 
induzione nella transizione da fenotipo quiescente a fenotipo sintetico è regolata, a livello 
trascrizionale, da Egr-1. Egr-1, a sua volta, è un fattore di trascrizione la cui espressione viene 
indotta precocemente in seguito al danno vasale e si lega al promotore di BTEB2 attivandolo 
(Walsh et al., 2001). 
 
3
i di varia natura vengono rilasciati localmente nel vaso. Questi mediatori proteici si 
legano ai relativi recettori di membrana presenti sulla superficie delle VSMC e generano una 
serie di segnali in cascata a livello intracellulare che coinvolgono anche le GTPasi della 
famiglia ras. Il ruolo di Ras nello sviluppo del danno vasale è stato approfondito in diverse 
preparazioni animali. Una volta attivato, Ras si lega ad una serie di effettori quali Raf-1, B-
Raf, fosfatidilinositolo 3’-cinasi (PI3, phosphatydilinositol-3’kinase) e il fattore di 
dissociazione del guanosin nucleotide, ral (guanine nucleotide dissociation stimulator). Questi 
effettori di Ras, una volta attivati, innescano diverse vie di eventi a catena quali la cascata di 
ERK/MAPK (ERK, Raf-MEK-extracellular signal-regulated kinase; MAPK, mitogen-
activated protein kinase), la cascata di PI3 cinasi-PDK1-Akt (phosphoinositide-dependent 
protein kinase 1; protein kinase B) e la cascata di ral. Inoltre, l’attivazione di Ras provoca 
l’attivazione secondaria di Rac1 e di altre piccole GTPasi che a loro volta attivano le cinasi 
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In questo modo l’attivazione di ras innesca una cascata di eventi che culminano in 
ultima istanza in estensive modifiche dell’espressione genica, della sintesi proteica, del 
metabolismo, della regolazione del citoscheletro e della progressione del ciclo cellulare come 
schematizzato nella figura seguente 
 
Figura 7: schema che mostra l’attivazione di Ras tramite Grb2 
 
L’attivazi  del guanosin 
nucleotide, detto SOS (Son of sevenless), che è costitutivamente localizzato sulla superficie 
intern
one di Ras richiede l’interazione con un fattore di scambio
a della membrana plasmatica cellulare. La proteina adattatrice Grb2 (Growth factor 
receptor-bound protein 2) facilita l’attivazione di Ras trasportando SOS verso Ras come 
illustrato nello schema della figura seguente 
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Figura 8: Grb2 funziona da proteina adattatrice 
nell’interazione tra Ras ed SOS ed è necessaria per la 
trasduzione del segnale. 
 
Grb2 si lega ad una regione di SOS ricca in proline mediante un suo dominio 
denominato SH3. Grb2 tipicamente trasloca dal citosol alla membrana plasmatica grazie al 
legame mediato da un altro dominio, SH2, che riconosce i motivi fosforilati in tirosina 
presenti sui recettori tirosin-cinasici o su altre proteine presenti sulla membrana plasmatica, 
come Shc o Fak, cinasi dei foci di adesione. 
Grb2 è un fattore irrinunciabile per il normale sviluppo. Embrioni di animali deficienti 
del gene che codifica Grb2 sono incompatibili con la vita. (Zhang S et al., 2003) 
Grb2 è importante per la proliferazione delle VSMC e per lo sviluppo della neointima in 
seguito al danno vasale. E’ stato osservato che una diminuzione dei livelli di Grb2 provoca 
una riduzione della proliferazione cellulare e della formazione di neointima conseguente a 
danno vasale. Questo effetto è probabilmente dovuto a una diminuita attivazione di p38, ERK 
e JNK, che causa una interruzione nella trasmissione del segnale il cui effetto finale avrebbe 
dovuto essere la proliferazione cellulare. (Taylor et Al., 2003). 
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4 FATTORI DI CRESCITA 
 
I fattori di crescita sono proteine solubili, circolanti, deputate all’innesco di stimoli 
proliferativi in cellule presenti nei diversi tessuti. Queste proteine agiscono in virtù di un 
legame con specifici recettori di membrana con il risultato principale di attivare nelle cellule 
una cascata di segnali che inducono la proliferazione e/o il differenziamento. 
In riferimento al problema biologico di nostro interesse, è stato dimostrato che diversi 
fattori di crescita sono implicati nell’induzione della migrazione e della proliferazione delle 
VSMC nelle placche aterosclerotiche (Ross, 1991), aterosclerotiche post-impianto (Gordon, 
1992) ed in quelle restenotiche (Cercek et al., 1991; Libby et al., 1992). 
Gli stessi fattori di crescita inducono, anche in vitro, la proliferazione delle VSMC 
(Thyberg et al., 1990; Casscells,1991), e possono essere espressi e rilasciati dalle stesse 
VSMC (Casscells, 1991) in seguito al danno vasale (Crowley et al., 1995). 
In effetti, dopo danno endoteliale , sono stati osservati nell’aorta livelli elevati di mRNA 
di IGF-1 (IGF, Insulin-like Growth Factor) (Cercek et al., 1990), EGF (EGF, Epidermal 
growth factor) (Miano et al., 1993), PDGF di tipo A e B (PDGF, Platelet-derived growth 
factor (Miano et al., 1993), TGF- ß1 (TGF-ß1, transforming growth factor-ß1) (Majesky et al., 
1991), e di molti altri. Inoltre, l’uso di anticorpi diretti contro PDGF (Ferns et al., 1991), 
bFGF (bFGF, basic fibroblast growth factor) (Lindner and Reidy, 1991) e TGF-ß1 (Kanzaki 
et al, 1995) previene la formazione della neointima dopo danno endoteliale, dimostrando che 
questi fattori di crescita hanno un ruolo essenziale nell’innesco del processo di occlusione del 
vaso.  
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4.1 Il segnale indotto da IGF-1 
Il fattore di crescita “Insulin Like Growth Factor - 1” (IGF-1) viene sintetizzato in quasi 
tutti i tessuti ed è un importante mediatore della crescita cellulare, del differenziamento e del 
destino della cellula. 
IGF-1 ha un ruolo fondamentale nello sviluppo sia prenatale che postnatale. La sua 
azione viene mediata dall’interazione con il recettore IGF-1R, ed i suoi effetti vengono 
modulati da una serie di proteine in grado di legarsi alla sua sequenza aminoacidica dette 
IGFBP (IGF-binding proteins). L’IGF-1 circolante è prodotto principalmente dal fegato sotto 
il controllo dell’ormone della crescita e rappresenta la forma endocrina dell’IGF-1. Molti altri 
organi, oltre il fegato, producono IGF-1, che rappresenta la forma autocrina e paracrina 
dell’IGF-1(Delafontaine P. et al., 1005; Jones J.I. et al. 1993). 
Dopo il suo rilascio, questo fattore di crescita si lega alle IGFBP, in virtù di un’alta 
affinità di legame, risultando più protetto dalla degradazione e più stabile nel circolo dei fluidi 
biologici. La famiglia delle IGFBP comprende 6 membri che vengono espressi in modo 
tessuto-specifico e con livelli diversi in base allo stadio dello sviluppo a cui si trova 
l’organismo, inoltre, la loro concentrazione varia nei differenti compartimenti dell’organismo 
(Delafontaine P. et al., 2004). Un ruolo fondamentale delle IGFBP è quello di formare 
complessi stabili ad alto peso molecolare, con IGF-1 determinando una regolazione fine 
dell’emivita del fattore di crescita circolante e del suo rilascio nei diversi distretti 
dell’organismo.(Sakai K et al., 2001). Le funzioni delle IGFBP sono regolate dalla 
fosforilazione, dalla proteolisi, dalla polimerizzazione o dalla loro associazione alla superficie 
cellulare od alla matrice. Tutte le IGFBP hanno la capacità di inibire l’azione dell’IGF-1, ma 
tre di queste, IGFBP-1, -3 e -5, hanno attività duplice potendo anche stimolare l’azione del 
fattore di crescita.( Jones JI et al., 1995). Le IGFBP dimostrano inoltre attività indipendenti da 
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interazioni con IGF-1 probabilmente dovute ad effetti sui loro stessi recettori (Schneider M et 
al., 2000; Jones J. I. et al. 1993). Le IGFBP hanno costitutivamente un’alta affinità per l’IGF-
1 che tuttavia diminuisce considerevolmente quando il fattore di crescita sia troncato nella 
porzione N-terminale. Lo stesso vale per una serie di altri analoghi dell’IGF-1 che pure 
conservano inalterata la capacità di legare il recettore IGF-1R. ( Jones J.I. et al., 1995; Jones 
J.I. et al. 1993). 
Elemento cruciale dell’l’azione biologica di IGF-1 è il suo recettore, IGF-1R. Si tratta di un 
tetramero costituito da due subunità α extracellulari e due β transmembrana (Le Roith D, 
1997). Le catene transmembrana β  contengono un dominio intracellulare con attività 
tirosincinasica, che è essenziale per l’effetto biologico del recettore. L’effetto allosterico, 
prodotto dall’interazione dell’IGF-1 con il recettore IGF-1R, si traduce in una iniziale 
autofosforilazione di alcuni residui di tirosina del dominio intracellulare delle subunità β del 
recettore.  
 
4.1.2 La Tasduzione del Segnale 
L’interazione di IGF-1 con il suo recettore innesca il reclutamento e la fosforilazione di 
Shc e di altri substrati del recettore per l’insulina IRS-1, -2, -3 e 4 (IRS, insuline receptor 
substrate) (Tsuruzoe K et al., 2001). Le ISR sono proteine adattatrici capaci di ancorare ed 
attivare una serie di proteine implicate nella trasduzione del segnale, incluse l’inositolo 
fosfato-3’ cinasi  PI3K, l’Akt e le MAPK (LeRoith D et al., 1995; Saltiel AR et al., 2001). 
L’attivazione di queste cascate di fosforilazione porta in ultima istanza alla modulazione di 
diversi effetti biologici quali la crescita cellulare, il differenziamento, la migrazione e 
l’inibizione della morte programmata. (Delafontaine P. et al., 2004) 
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Figura 9: trasduzione del segnale prodotta dall’interazione di IGF-1 con il 
proprio recettore di membrana. 
 
IL dialogo tra l’IGF ed altri fattori di crescita rende la cascata del segnale molto più 
complessa (Du J et al., 1996; Rao GN et al., 1995).(Delafontaine P. et al., 2004). 
 
4.1.2 Espressione, regolazione e funzione di IGF-1, IGF-1R e delle IGFBP nelle VSMC 
Il sistema d’induzione dell’attività proliferativa costituito dall’intero complesso IGF-1, IGF-
1R e IGFBP è modulato in maniera tessuto specifica ed anche nelle VSMC. Tutti i costituenti 
proteici di questo sistema complesso subiscono un’azione regolatoria, sia a livello di 
trascrizione (mRNA) che di traduzione ( proteina), ad opera di diversi fattori. I fattori 
individuati che modulano l’espressione di IGF-1, IGF-1R e IGFBP nelle cellule VSMC sono 
riportati nella tabella seguente:  
 
 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            29 
Tabella I: Regolazione di IGF-1, IGF-1R e delle IGFBP nelle VSMC  
 IGF-1 IGF-1R IGFBPs 
Ang II  mRNA e proteine (s) e mRNA (i)  mRNA (s)  BP-4 e BP-2 mRNA (i)  
Trombina  mRNA (i) e proteina (i)  mRNA e proteina (s) BP4 (i)40  
TNF-β  mRNA e proteina (i)   BP-3 mRNA e proteina (s)  
IGF-1    BP-3 e BP-6 (s) BP-4 (i) nelle 
VSMC uomane 
BP-2 e BP-4 mRNA (s) 
proteina (n) 
oxLDL  mRNA e proteina (i)  mRNA e proteina (i)  BP2 e BP4 proteina (s)  
nLDL  mRNA (s)21   BP2 and BP4 protein (s)21  
Estrogeni  mRNA e proteina (i)  mRNA and protein (i)  
PDGF  mRNA (s) mRNA (i)  Protein (s)  BP-4 (s)  
bFGF  mRNA  mRNA and protein(s) BP-4 proteina(s) 
ROS  mRNA e proteina (s)  mRNA (s)31  BP-4 (i)  
Siero  mRNA (s) mRNA e proteina (i)  Proteina (s)  BP-2, -3, -4, -5, -6 mRNA (i) 
nLDL indica l’LDL nativo; s, stimolazione; i, inibizione, e n, nessun effetto. 
(Delafontaine et al., 2004) 
IGF-1 
IGF-1 è sintetizzato e secreto da cellule VSMC messe in coltura (Delafontaine et al., 
1991). 
IGF-1 è un potente fattore mitogeno ed antiapototico per le VSMC, ed è in grado di 
stimolarne la migrazione. 
La capacità di IGF-1 di avviare la progressione del ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase 
S è importante e concorre a favorire l’attività mitogena di altri fattori di crescita. Un antisiero 
anti-IGF-1, infatti, inibisce la crescita delle VSMC indotta da PDGF e Angiotensina II 
(Delafontaine P. et al., 1993). 
IGF-1R 
L’Angiotensina II (Ang II) induce una sovraregolazione del recettore IGF-1R attraverso 
un aumento della trascrizione e della traduzione mediate dall’attivazione di una tirosin cinasi, 
dal fattore di trascrizione nucleare NF-kB (nuclear factor-kappa B) e dalla induzione di ROS 
(reactive oxygen species). Il fattore di crescita basico dei fibroblasti bFGF (bFGF, basic 
fibroblast growth factor) induce una sovra espressione dell’mRNA dell’IGF-1R. Questa 
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induzione viene mediata dai fattori di trascrizione STAT1, STAT3 e dalla cinasi Janus cinasi-
2. In ogni caso, sia per l’AngII che per bFGF, l’induzione di IGF-1R è mediata dalla via di 
trasduzione del segnale Ras-Raf-MAPK. 
Anche la trombina produce, nelle VSMC, una sovra espressione sia dell’mRNA che 
della proteina IGF-1R, un fenomeno che è NAD(P)H ossidasi-dipendente.  
Gli estrogeni inducono un aumento di espressione della proteina IGF-1R agendo sia 
sulla trascrizione che sul processo di traduzione (Scheidegger KJ et al., 2000), al contrario,le 
“low density lipoproteins” ossidate (OxLDL) riducono significativamente l’IGF-1R sia a 
livello di mRNA che di proteina, ma il meccanismo di questo evento è ancora sconosciuto 
(Tabella I). La ridotta-espressione di IGF-1R provocata dalle OxLDL è l’evento chiave 
correlabile alla loro capacità di indurre apoptosi nelle VSMC. 
L’azione di IGF-1 è regolata anche dal dialogo tra IGF-1R ed altri recettori di 
membrana. Se l’integrina αvβ3 è occupata da un ligando, il reclutamento della fosfatasi SHP-2 
da parte di IGF-1R è impossibile. Viceversa, bloccando il sito di legame per il ligando 
dell’integrina αvβ3 si ha un reclutamento precoce della fosfatasi SHP-2 da parte di IGF-1R. 
Perciò, l’utilizzo di un antagonista di αvβ3 blocca la capacità di IGF-1 di accendere il segnale 
intracellulare che deriva dall’interazione con il suo recettore IGF-1R (Zheng B et al., 1995) e 
di indurre la sintesi del DNA e la migrazione delle VSMC (Clemmons DR et al., 1999) . 
IGFBP 
L’espressione e la secrezione delle IGFBP nelle VSMC varia a seconda della specie. ed 
è regolata da vari fattori fra i quali: PDGF, FGF, TGF-β (Trasforming Growth Factor-β) e 
ovviamente da IGF-1 (Tabella I). Tale regolazione è specie-specifica e varia a seconda del 
tipo di IGFBP(Duan C et al., 1996; Cohick WS et al., 1993).  
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            31 
Anche nel caso delle VSMC, l’azione delle IGFBP viene modulata tramite 
fosforilazione, proteolisi, polimerizzazione o loro associazione alla superficie cellulare od a 
proteine della matrice. La fosforilazione delle IGFBP aumenta considerevolmente la loro 
affinità per IGF-1, rendendo il fattore di crescita meno disponibile a livello cellulare, con un 
conseguente calo della sua azione proliferativa. 
La proteolisi o la polimerizzazione delle IGFBP od il loro legame con la matrice o con 
le cellule, comportano, al contrario, una riduzione del legame con IGF-1, rendendo 
quest’ultimo più disponibile al legame con il recettore ed esaltando le sue funzioni.  
Tutte e sei le IGFBP regolano l’attività di IGF-1, anche se con meccanismi differenti. 
IGFBP-3 è l’unica che si lega alla subunità acido-labile del fattore di crescita ed è la più 
efficace stabilizzatrice dell’IGF-1 circolante. IGFBP-1, -2 e -4 sono state ritrovate nel circolo 
dei fluidi biologici ma possono anche superare la barriera endoteliale e trasportare IGF-1 dal 
sangue circolante ai tessuti di periferia. La IGFBP-4 è la IGFBP in assoluto più rappresentata 
nel lume dell’arteria in vivo ed è la IGFBP dominante tra quelle secrete dalle VSMC in vitro 
(Smith EP et al., 2001). 
In aggiunta, le IGFBP mostrano attività biologiche indipendenti dal legame con IGF-1. 
IGFBP-3 e -5 ad esempio presentano un loro specifico recettore di membrana con attività 
serincinasica. IGFBP-5 è in grado di indurre migrazione delle VSMC interagendo con eparan 
solfati e proteo-glicani aderenti alla superficie cellulare. 
 
 
IGF-1, IGF-1R ed IGFBP nelle cellule endoteliale (EC) 
Le cellule endoteliali sia dei microvasi che dei macrovasi esprimono IGF-1R. In modo 
analogo alle VSMC le EC bovine sia dei micro che macrovasi esprimono IGFBP dalla-2 alla -
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6. I microvasi secernono principalemte IGFBP-2 e -3 mentre i macrovasi la -3 e -4. 
L’espressione dei componenti del sistema complesso IGF-1, IGF-1R e IGFBP è regolato, 
nelle EC, da una serie di fattori illustrati nella tabella seguente: 
Tabella II: Regolazione di IGF-1, IGF-1R, e IGFBP nelle EC macrovascolari 
 IGF-1 IGF-1R IGFBP 
VEGF   —  BP-3 mRNA e proteina (i)  
   BP-5 mRNA e proteina (s)  
   BP-4 (n)  
TGF-β  mRNA(i)  —  BP-3 mRNA e proteina (i)  
   BP-4 mRNA (i)  
Ang II  mRNA (n)  —  IGFBP mRNA (n)  
IGF-1  mRNA (n)  —  IGFBP mRNA (n)  
   BP-5 proteina (s)  
Ipossia mRNA e proteina (i)  —  BP-4 (n)  
   BP-5 (i)  
   BP-6 (s)  
Abbreviazioni: VEGF, vascular endothelial growth factor; TGF, transforming growth factor; s, 
stimolazione; i, inibizione, e n, nessun effetto. 
(Delafontaine et al., 2004) 
 
IGF-1 regola nelle EC anche la migrazione e l’angiogenesi, aumenta l’infiammazione e 
la risposta vasodilatatoria (Che W et al., 2002).  
L’azione dell’IGF-1 nelle EC è mediata da diverse vie di trasduzione del segnale, come 
NF-kB e PI3K (Liu W et al., 2001) ed è favorita anche dal segnale del VEGF (VEGF, 
vascular endothelial growth factor) (Smith LE et al., 1999). 
E’ noto, infine, che IGF-1 aumenta l’espressione di eNOS da parte delle EC e stimola la 
produzione dell’NO (NO, ossido nitrico) vascolare (Wickman A et al., 2002).  
 
4.1.3 Ruolo di IGF-1 nelle patologie cardiovascolari: Aterosclerosi, Ristenosi, 
Angiogenesei 
Poiché IGF induce una vasta gamma di effetti biologici potenzialmente suscettibili di 
interventi terapeutici, molti studi sono stati fatti e vengono tuttora svolti per meglio chiarire i 
meccanismi coinvolti nella modulazione cellulare indotta da IGF. 
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L’ influenza di IGF-1 sull’aterosclerosi può dipendere da due meccanismi opposti. Da 
un lato un aumento dell’espressione di IGF-1 e del suo recettore IGF-1R favorisce la 
migrazione e la proliferazione delle VSMC contribuendo allo sviluppo della placca 
aterosclerotica (Nichols TC et al., 1999; Duan C et al., 1996). Dall’altro, una riduzione dei 
livelli di IGF-1 e di IGF-1R inducono l’apoptosi provocando una destabilizzazione delle 
placche in stadio già avanzato con conseguente erosione o rottura della placca causa 
d’insorgenza di eventi coronarici acuti (Libby P et al., 2002). 
I livelli di IGF-1, IGF-1R e delle IGFBP risultano ridotti nelle VSMC delle coronarie di 
soggetti sani ma divengono consistenti nelle coronarie con ateromi in via di formazione 
(Grant MB et al., 1996). Trattamenti con antagonisti dei recettori integrinici αvβ3 riducono le 
lesioni arterosclerotiche nel maiale perché si ipotizza che inibiscano il segnale di IGF-1. E’ 
stato in fine constatata una concomitanza tra bassi livelli ematici di IGF-1 ed alti di IGFBP-3 
con un significativo aumento del rischio di aterosclerosi (Juul A et al., 2002). 
La restenosi rimane clinicamente la maggiore complicanza in seguito ad interventi di 
angioplastica con una riocclusione del lume del vaso. La proliferazione della neointima è 
determinante per la ISS (ISS, In stent restenosi), molti fattori di crescita e citochine sono stati 
riconosciuti essere implicati nel meccanismo di restenosi, fra questi anche IGF-1. I livelli di 
IGF-1 e dell’mRNA di IGF-1R sono maggiori nelle VSMC attivate e nelle coronarie 
restenotiche rispetto VSMC quiescenti e alle coronarie sane (Grant MB et al., 1996). 
Varie osservazioni hanno messo in relazione la patogenesi dell’ipertensione con il 
sistema dell’IGF-1. Un aumento dell’mRNA dell’IGF-1 e dell’espressione della proteina è 
stato osservato nell’aorta ipertesa (Fath KA, et al., 1993). Alti livelli di IGF-1 e IGFBP-1 
circolanti sono stati osservati in pazienti con ipertensione (Diez J, 1999). A questo riguardo è 
molto interessante l’osservazione che in diabete di tipo due si trovino associati a patologie 
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cardiovascolari ed ipertensione bassi livelli di IGFBP-1 altamente fosforilata (Heald AH et 
al., 2002). Il ruolo dell’IGF-1 e delle IGFBP nell’ipertensione necessita comunque di studi ed 
approfondimenti. 
Concludendo, il sistema dell’IGF-1 è implicato in molteplici meccanismi fisio-
patologici con effetti multipli sul sistema vascolare, compresi effetti proliferativi, ipertrofici, 
antiapoptotici, di migrazione cellulare e metabolici. L’espressione di IGF-1, IGF-1R e delle 
IGFBP è regolato da svariati fattori quali citochine, fattori di crescita, lipoproteine, ROS e 
dalle forze emodinamiche. L’esistenza di un dialogo tra il sistema dell’IGF-1 e quelli di altri 
fattori di crescita, non solo a livello recettoriale ma anche di trasduzione del segnale, è una 
importante base di partenza per studi volti a capire più approfonditamente il potenziale 
coinvolgimento del sistema IGF nelle malattie cardiovascolari (Delafontaine et al., 2004).  
 
4.2 Il segnale indotto dal sistema del PDGF  
Il PDGF (PDGF, Platelet-derived growth factor) è uno dei più potenti mitogeni sierici 
conosciuti. E’ attivo sui fibroblasti, sulle cellule muscolari lisce e molti altri tipi di cellula. Per 
questo è uno dei fattori di crescita più studiati. PDGF è in grado di regolare la crescita e la 
divisione cellulare ma gioca anche un ruolo fondamentale nell’angiogenesi (Heldin et 
Westermark, 1999). Il PDGF ha un ruolo importante durante l’embriogenesi, in particolare 
per lo sviluppo del rene, dei vasi sanguigni, del sistema nervoso centrale e del polmone. In 
questi organi la proliferazione di cellule simili al tessuto connettivo, dipende dal PDGF, 
incluse le cellule del mesangio, i periciti, i fibroblasti alveolari e le cellule della glia. Il ruolo 
significativo del PDGF nella formazione del tessuto connettivo è importante anche nello 
sviluppo dell’adulto. 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            35 
Per quanto concerne il sistema circolatorio è noto che l’espressione di PDGF può essere 
indotta in tutte le cellule sia quelle dei tessuti normali delle arterie che in quelle infiammatorie 
che si infiltrano nelle arterie in seguito a stimolo patologici (vedi Tabella III e IV). 
Tabella III: Cellule del sistema cardiovascolare che esprimono PDGF 
Tipo di cellula  PDGF-A  PDGF-B  PDGF-C  PDGF-D  
Cellule vascolari     
Cellule endoteliali     
Normali  −  −  +  −  
Aterosclerosi  +/−  +  +  ?  
Muscolari lisce      
Normali  +  +/−  +  +/−  
Aterosclerosi  ++  +  +/−  +  
Fibroblasti 
dell’avventizia  
    
Normali  −  −  +/−  +  
Aterosclerosi  ?  ?  +/−  +  
Cellule infiammatorie     
Monociti/macrofagi      
Normali  +/−  +/−  +  −  
Aterosclerosi  +  +  ?  ?  
Linfociti B      
Normali  −  +  −  −  
Aterosclerosi  ?  ?  ?  ?  
Linfociti T      
Normali −  +  −  +/−  
Aterosclerosi  ?  ?  ?  ?  
Piastrine  +  +  +  ?  
 
Tabella IV: Cellule del sistema cardiovascolare che esprimono il recettore del 
PDGF  
 Recettore α Recettore β 
Tipo di cellule Normali Aterosclerosi  Normali Aterosclerosi  
Cellule vascolari      
Cellule Endoteliali −  +/− −  +/− 
Muscolari lisce +/−  + +  ++ 
Fibroblasti 
dell’avventizia  
?  ? ?  + 
Cellule infiammatorie     
Monociti/Macrifagi  −  +/− −  + 
Linfociti B  −  ? −  ? 
Linfociti T +  ? +  ? 
Piastrine  +   −   
(Reiners, 2004) 
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La famiglia dei fattori di crescita PDGF comprende una serie di omo- ed etero-dimeri legati in 
modo antiparallelo con ponti a disolfuro. Le proteine codificate sono quattro: PDGF-A, 
PDGF-B, PDGF-C e PDGF-D. I fattori di crescita agiscono sulla cellula legandosi a propri 
recettori specifici costituiti da omo- od etero-dimeri delle pr oteine recettoriali PDGF-α e 
PDGF-β. 
 
Figura 10: Processamento ed azione delle isoforme di PDGF. Le catene A- e B- di PDGF 
sono sintetizzate come molecole precursori che formano ponti a disolfuro generando dei 
dimeri e successivamente subiscono un ridimensionamento proteolitico (Seifert RA et al., 
1989).  La porzione extracellulare delle singole catene dei recettori presenta 5 domini Ig-
simili, di cui 3 sono implicati nel legame con PDGF mentre il quarto è deputato 
all’interazione tra le due catene del recettore. La parte intracellulare del recettore presenta dei 
domini tirosincinasici. 
 
Le forme mature delle isoforme A- e B- sono costituite circa da 100 aminoacidi e mostrano 
una omologia di sequenza circa del 60%. 8 residui di cisteina sono conservati tra le due 
isoforme. Il secondo ed il quarto residuo di cisteina permettono alle due catene di formare un 
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dimero tramite legami disolfuro intercatena. Gli altri residui sono impegnati in legami 
intramolecolari.  
Ogni specie molecolare di PDGF può funzionare da omodimero, ma solamente PDGF-A e 
PDGF-B formano eterodimeri funzionali.  
Le differenti isoforme di PDGF si legano con differente specificicità ai recettori dimerici delle 
catene α- e β-, come schematizzato nella Figura 10 (Gilbertson DG et al. 2001,; LaRochelle 
WJ et al., 2001). 
Il legame del fattore di crescita PDGF induce la dimerizzazione del recettore e la 
fosforilazione reciproca delle due catene, producendo una attivazione di varie molecole 
intracellulari e innescando la propagazione di una cascata di trasduzione del segnale. 
 
4.2.1 Espressione PDGF e dei suoi recettori 
Sebbene PDGF ed i suoi recettori siano espressi in molte cellule vascolari in coltura e 
nelle arterie dopo il danno vasale in vivo, in condizioni normali PDGF-A e –B sono espressi a 
livelli molto bassi dalle pareti delle arterie (Raines EW et al., 1993; Heldin CH et al., 1999). I 
livelli di mRNA di PDGF-A e PDGF-B nelle cellule dei tessuti delle arterie toraciche umane 
di un individuo sano sono l’1-5% di quelli presenti nelle cellule stimolate o in arterie in 
seguito a danno vasale (Barrett TB et al., 1988). Studi di colorazione di VSMC con anticorpi 
specifici hanno evidenziato la presenza di PDGF-A a bassi livelli mentre non è stato possibile 
rilevare segnale per PDGF-B (Evanko SP et al., 1998). All’interno di placche aterosclerotiche 
il PDGF-B è stato, invece,il primo fattore identificato (Barrett TB et al., 1987). Nel medesimo 
studio, oltre al PDGF-B fu riscontrato un aumento di un marcatore dei macrofagi, c-fms, che 
suggerì una relazione tra i macrofagi e PDGF. Come accennato in precedenza i macrofagi 
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hanno un ruolo fondamentale nei primi stadi della patogenesi dell’aterosclerosi derivando dai 
monociti reclutati nelle prime fasi della lesione vasale.  
Sia PDGF-A che PDGF-B vengono espressi a livello del danno vasale provocato dalla 
PCTA e dai macrofagi all’interno della lesione in tutti gli stadi dello sviluppo della lesione 
stessa (Evanko SP et al., 1998). L’espressione di PDGF-C e del PDGF-D, invece, non è mai 
stata riscontrata. Il PDGF-B può essere espresso anche dalle cellule endoteliali (Wilcox JN et 
al., 1988).  
Una pressione arteriosa alta per tempi prolungati determina nelle VSMC un aumento 
dell’espressione del gene che codifica il PDGF-A. Anche la modulazione meccanica che il 
flusso di sangue esercita sulle cellule endoteliali (“shear stress”) può modificare l’espressione 
di PDGF-A e PDGF-B nelle cellule endoteliali (EC). Infine, l’ipercolesterolemia stimola 
l’espressione di PDGF-A e PDGF-B nelle cellule mononucleate circolanti (linfociti, monociti 
e neutrofili) (Raines EW, 2004). 
Sebbene ci siano poche differenze qualitative tra le molecole che vengono attivate dal 
segnale dei due recettori α- e β-, le differenze che sussistono nella loro funzione deriva da 
elementi quantitativi e dai loro differenti profili di espressione. L’espressione dei recettori del 
PDGF è aumentata durante lo sviluppo ed anche in alcune condizioni fisio-patologiche. Il 
recettore α- ha un ruolo importante nello sviluppo delle cellule derivanti dalle creste neurali e 
dai somiti (Soriano, 1997; Tallquist & Soriano, 2003 ), ed il recettore β- nello sviluppo delle 
nelle cellule murali e nei vasi sanguigni (Hellstrom et al., 1999; Lindahl et al., 1997). 
Le cellule VSMC dei vasi di individui sani esprimono l’mRNA sia del PDGF-α che del 
PDGF-β, ma studi immunoistochimici hanno riscontrato livelli molto bassi e difficilmente 
misurabili delle due proteine (Rubin K, et al. 1988; Floege J et al., 1998). Il recettore PDGF-β 
è, invece, sovra-espresso nelle infiammazioni croniche e nelle lesioni aterosclerotiche, e la sua 
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espressione è confinata principalmente nelle VSMC e in misura minore nei macrofagi. Oltre 
ai livelli di espressione anche la fosforilazione subisce un notevole incremento (Rainers EW, 
2004).  
Una variabilità dell’espressione del recettore β- per il PDGF è stata verificata [su 
VSMC ?] in vitro dovuta alle condizioni di coltura, come la densità delle cellule, l’adesione 
alla matrice extracellulare, la presenza di siero e lo stato del differenziamento cellulare 
(Barrett et al., 1996;Terracio et al., 1988; Vaziri & Faller, 1996). Questo rafforza il concetto 
della tremenda complessità che regola sia in vitro che in vivo l’espressione di PDGF e del so 
recettore. 
 
4.2.2 Le proteine che legano il PDGF (PDGF Binding Proteins) 
Il PDGF è in grado di interagire con le proteine della matrice extracellulare, ma non 
solo, anche con altre proteine solubili. Analogamente alle citochine, PDGF si lega alla α2-
macroglobulina. Questa interazione, che riguarda il PDGF-BB ma non il PDGF-AA, modula 
la quantità di PDGF-BB disponibile per interagire con il recettore. Un’altra proteina che lega 
il PDGF è stata isolata da cellule di una linea della retina di ratto ed è chiamata PDGF- 
associated protein (PAP). PAP, che lega PDGF con bassa affinità, aumenta l’attività di 
PDGF-AA mentre deprime quella del PDGF-BB. Infine, il dominio extracellulare del 
recettore α- è stato trovato come frammento proteico circolante nel plasma. E’ possibile che 
tale subunità funga da recettore solubile che, per competizione, modulerebbe l’effetto del 
PDGF (Heldin et Westermark, 1999). 
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4.2.3 La Tasduzione del segnale di PDGF 
Le tre combinazioni dei dimeri del recettore per il PDGF attivano cascate di trasduzione 
del segnale che sono parzialmente sovrapponibili, ma non identiche. Entrambe le subunità α- 
e β-omodimeri trasmettono un potente segnale mitogenico. Ci sono tuttavia differenze tra i 
due segnali. Ad esempio, riguardo al loro effetto sulla rete dei filamenti di actina. Entrambi i 
recettori stimolano la disorganizzazione delle estremità ed il dissolvimento delle fibre da 
stress, ma solamente il recettore-β media la formazione di strutture circolari di actina sulla 
parete della cellula nel versante opposto a quello impegnato con il legame alla matrice 
(Eriksson et Al., 1992). Inoltre il recettore-β stimola una forte chemiotassi, mentre quello α la 
inibisce in vari tipi di cellule comprese le cellule muscolari lisce. Entrambi i recettori 
stimolano l’incremento del Ca++ intracellulare, anche se il β in modo maggiore. Il recettore 
attivato inibisce la comunicazione tra le giunzioni cellulari, “gap junction”, ed esibisce un 
affetto antiapototico (Yao et Al., 1995). 
L’attivazione del recettore per il PDGF, dopo la dimerizzazione e la reciproca 
fosforilazione delle due subunità a livello della tirosina, determina la formazione di un sito di 
legame per il dominio SH2 presente in una serie di fattori cellulari implicati nella trasduzione 
del segnale. Esistono 10 differenti famiglie di molecole contenenti domini SH2 che possono 
essere reclutate dal recettore del PDGF; la loro specificità di legame dipende dalla sequenza 
aminoacidica che si trova attorno al residuo di tirosina fosforilata. 
Alcune di queste proteine contenenti domini SH2 sono l’inositolo fosfato 3’-cinasi 
(PI3K), la proteina adattatrice Grb2 che, come già visto per l’IGF-I, forma un complesso con 
la proteina Sos1 a sua volta attiva su Ras, la fosfolipasi Cγ (PLCγ), la tirosincinasi Src, la 
tirosin-fosfatasi SHP2 e RasGAP, una proteina che attiva la GTPasi. 
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Le molecole di trasduzione del segnale che si legano al recettore sono a loro volta 
attivate da eventi di fosforilazione, da modifiche della geometria tridimensionale indotte dal 
legame con il recettore o semplicemente dalla traslocazione di una molecola già attiva da un 
compartimento citosolico alla parete interna della membrana cellulare. Potenzialmente tutte le 
molecole che si legano al recettore sono in grado di dare seguito alla cascata di trasduzione 
del segnale. Il risultato finale di questa successione di fosforilazioni a catena è l’attivazione di 
fattori di trascrizione che innescano la trascrizione dei geni bersaglio. 
Queste vie alternative di trasmissione del segnale possono attivare od inibire molecole 
bersaglio implicate nella sopravvivenza cellulare, nella mobilità od in altre funzioni cellulari 
come illustrato nello schema seguente. 
 
Figura 11 
In particolare, PI3-K è importante per la migrazione cellulare, per la riorganizzazione 
dell’actina e la prevenzione della morte programmata (apoptosi). PI3-K è costituita da una 
subunità regolatoria, p85, ed una catalitica, p110. Il suo substrato principale è il 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            42 
fosfatidilinositide 4,5-difosfato (PI(4,5)P2), che viene fosforilato a 3,4,5-trifosfato. PI3-K 
viene attivata da diversi segnali, le sue risposte sulla cellula sono mediate da una serie di 
effettori, il cui ruolo nelle diverse risposte non è ancora chiaro. Sembra però che membri della 
famiglia delle Rho GTPasi, ed in particolare Rac, siano importanti per la riorganizzazione 
dell’actina e la chemiotassi, mentre la serina/treonina-cinasi, Akt, abbia ruolo nell’azione 
antiapoptotica. 
La PLCγ agisce sul substrato stesso di PI3-K, cioè su PI(4,5)P2; produce inositolo 1,4,5-
trifosfato che mobilita il Ca++ intracellulare da scorte interne alla cellula e diacilglicerolo, che 
attiva alcuni membri della PKC. Interessante è la dipendenza dell’attività della 
PLCγ dalla PI3−Κ; il PI(3,4,5)P3, formato dalla azione dell’enzima PI3-K, lega il dominio PH 
della PLCγ e probabilmente associa l'enzima alla membrana. 
Ras, che induce l’attivazione di una cascata di MAP cinasi, e la tirosincinasi Src, che 
induce il fattore di trascrizione Myc, sono importanti per gli effetti mitogenici del PDGF. 
Il legame di Grb2 al recettore determina l’attivazione di Ras, che lega la 
serina/treoninacinasi Raf-1. Il reclutamento di Raf-1 inizia la cascata delle MAPK, un ramo 
della via di trasduzione del segnale che è implicato nella stimolazione della crescita cellulare, 
nella proliferazione e nella migrazione.  
Infine la famiglia delle molecole Stat, composta di sei elementi, è in grado di legare il β-
recettore del PDGF attivato dopo autofosforilazione. Solo debolmente riescono a legare anche 
il recettore α-. Dopo il legame con il recettore e la loro conseguente fosforilazione a livello di 
un residuo di tirosina, le Stat dimerizzano e traslocano all’interno del nucleo, dove agiscono 
come fattori di trascrizione. 
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I meccanismi che regolano la trasduzione del segnale sono svariati e ridondanti, essi 
creano una rete di attivazioni-disattivazioni che modulano la risposta della cellula allo stimolo 
del fattore di crescita.  
Quando il recettore è legato al ligando viene internalizzato, nella forma fosforilata ed 
attiva ed è accumulato endosomi. L’internalizzazione del recettore attivato determina una 
diminuzione transiente della sua densità sulla superficie cellulare. Si sa anche che il recettore 
internalizzato è in grado di attivare alcune MAPK che, fosforilano e disattivano SOS con 
conseguente calo dell’attività di Ras, provocando un controllo negativo del segnale. 
Un altro meccanismo che determina l’inattivazione del segnale è mediato da Cb1, una 
proteina contenente un dominio SH2 che, una volta fosforilata, determina l’ubiquitinazione 
del recettore e quindi la sua rapida degradazione.  
Uno dei maggiori controlli negativi della trasduzione del segnale indotta dalla 
attivazione del recettore dopo l’interazione col PDGF è a carico di fosfotirosine-fosfatasi 
(PTPs), quali ad esempio SHP2, PTP-PEST e fosfotirosine-fosfatasi a basso peso molecolare 
(LMW-PTP, Low molecular weith phosphotyrosine phosphatase)., che defosforilano i residui 
di tirosina del recettore. A (Chiarugi et al., 2002). 
 
4.2.4 PDGF e le patologie cardiovascolari 
Il PDGF è implicato in varie patologie, come la stimolazione autocrina per la crescita 
delle cellule tumorali, nella fibrosi polmonare, fibrosi del rene, cirrosi epatica e mielofibrosi. 
Altrettanto importante è il ruolo del PDGF nelle patologie vascolari quali aterosclerosi e 
ristenosi, come anche nell’angiogenesi legata ai tumori. 
Tramite l’utilizzo di modelli animali si è cercato di investigare il ruolo del PDGF nelle 
patologie cardiovascolari. Quello che emerge, dallo studio della modulazione del segnale del 
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PDGF nella patologie cardiovascolari, è il ruolo centrale di un segnale paracrino a breve 
raggio tra le cellule che producono il PDGF e le cellule che esprimono il recettore per il 
PDGF. Questa azione paracrina sarebbe in grado di promuovere la migrazione e la 
proliferazione delle VSMC ed in ultima istanza il loro accumulo nel lume del vaso (Raines 
EW, 2004).  
  
Figura 12 Meccanismo del segnale paracrino a breve raggio del PDGF nelle patologie 
cardiovascolari (A, B e C). 
 
L’angiogenesi nell’adulto (Figura 12 A) dipende dall’espressione del PDGF-B da parte 
delle cellule endoteliali che funge da chemioattrattore per le VSMC che esprimendo il 
recettore PDGF-β vengono reclutate ed integrate nel vaso che si sta formando (Enge M et al., 
2002). In modo analogo, l’induzione di un danno come la denudazione del vaso dalle cellule 
endoteliali (Figura 12 B) fa si che le piastrine aderiscano alla parete danneggiata rilasciando 
PDGF. Ne segue che le VSMC, che espongono il recettore PDGF-β,  sono attratte verso il 
lume del vaso a formare la neointima. Nell’aterosclerosi (Figura 12 C) i macrofagi, residenti 
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nel sub-endotelio a causa della situazione infiammatoria cronica, sono probabilmente la fonte 
iniziale di PDGF-B e quindi attraggono le VSMC.  
 
5 TERAPIE ATTUALMENTE DISPONIBILI PER IL TRATTAMENTO DI 
PATOLOGIE VASCOLARI 
Come accennato nei paragrafi precedenti, molti studi epidemiologici hanno evidenziato 
e consolidato il valore di numerosi fattori di rischio già menzionati nel paragrafo 1.1. per le 
patologie cardiovascolari. Le terapie più frequentemente in uso per il trattamento 
dell’aterosclerosi hanno come bersaglio i grassi circolanti, colesterolo e trigliceridi, allo scopo 
di ridurre la formazione di placche aterosclerotiche dove il grasso si accumula, ma anche altre 
strategie terapeutiche sono ormai consolidate. Le principali azioni terapeutiche applicabili al 
momento per la cura delle patologie cardio-vascolari sono: 
? Terapie per la diminuzione dei lipidi circolanti 
? Terapie per bloccare il Sistema Renina-Angitensina (RAS) 
? Terapie per modulare la disponibilità dell’NO 
? Terapie per la  modulazione del flusso di Ca++ 
? Terapie per  contrastare lo stress ossidativi 
? Terapie che agiscono sulla componente infiammatoria dell’aterosclerosi 
? Terapie che agiscono sull’inibizione dell’attivazione piastrinica 
? Terapie che agiscono sulla proliferazione delle VSMC 
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5.1 Terapie per la diminuzione dei lipidi circolanti 
L’ipercolesterolemia può causare direttamente od indirettamente patologie 
cardiovascolari. Tra gli effetti diretti di livelli alti di colesterolo circolante troviamo le 
modifiche dell’attività degli enzimi del sarcolemma incluse le diverse pompe legate ai canali 
ionici (Saini HK et Al., 2004). L’aumento del rapporto tra catena leggera β e la catena leggera 
α della miosina si riscontra a livello cardiaco come effetto diretto dell’aumento del 
colesterolo. Inoltre l’alto livello di colesterolo induce modificazioni funzionali nelle VSMC 
delle arterie che contribuiscono alla progressione dell’aterosclerosi. Infine, un eccesso di 
colesterolo causa disfunzioni dell’endotelio vasale alterando il bilancio fra la sintesi e la 
degradazione dell’ossido nitrico (NO). 
Gli effetti indiretti del colesterolo dipendono dalla forma ossidata presente nella LDL, 
OxLDL, in grado di stimolare la proliferazione delle VSMC, la migrazione e l’adesione dei 
monociti con la conseguente formazione di cellule schiumose (Saini HK et Al., 2005).  
 
Figura 13: Schema del ruolo dei livelli di colesterolo alto 
circolante nella patogenesi delle malattie cardiovascolari. 
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Varie strategie terapeutiche sono state studiate per diminuire i livelli di LDL ed 
aumentare quelli di HDL. 
Le statine rappresentano un genere di farmaco fra i più utilizzati nella terapia anti-
ipercolesterolemica. Le statine sono inibitori competitivi della HMG-CoA (3-idrossi-3-
metilglutaril-coenzimaA). Esse inibiscono la conversione dell’HMG-CoA a mevalonato, 
prima tappa necessaria per la biosintesi degli steroli e del colesterolo.  
I due terzi del colesterolo circolante deriva dalla biosintesi dell’organismo, il restante 
terzo deriva dalla dieta. Inibitori dell’assorbimento del colesterolo dell’alimentazione, 
come l’Ezetimibe, vengono utilizzati anche in associazione con le statine per ridurre il rischio 
di aterosclerosi.  
Gli attivatori del PPAR-α (peroxisome proliferative activator receptor-α), pare siano 
in grado di ridurre i livelli di trigliceridi e di aumentare i livelli dell’HDL. Di questa classe il 
più utilizzati sono il Gemfibrozil ed il Fenofibrato. 
Invece, Inibitori dell’ACAT (acil-colesterolo acil trasferasi), quali l’Avasimide, 
riducono significativamente i livelli di trigliceridi e di VLDL (VLDL, very low-density 
lipoprotein). 
Gli inibitori del trasporto dell’acido biliare, inibendo il riassorbimento della bile 
dall’intestino verso la circolazione epatica portale, stimolano la sua biosintesi a partire dal 
colesterolo. 
Altri farmaci, come il Torcetrapib, agiscono sui livelli di LDL e VLDL inibendo la 
proteina trasportatrice gli esteri del colesterolo (CETP). 
Inibitori della LP-a, una lipoproteina associata alla apolipoproteina-B100 dell’LDL, 
vengono usati nelle terapie antiaterosclerotiche, essendo gli alti livelli di LP-a correlati con 
l’aterosclerosi. 
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Tutti questi farmaci sono in grado, in misura differente, di ridurre i livelli del 
colesterolo nel sangue, ma nessuno è in grado di produrre un’efficace trattamento preventivo 
dell’aterosclerosi.  
 
5.2 Terapie per bloccare il Sistema Renina-Angitensina (RAS) 
Il sistema renina-angiotensina (RAS) comprende una cascata di eventi che inizia con 
l’attivazione della renina e la conversione dell’angiotensinogeno ad angiotensina I (AngI). 
L’attivazione viene quindi completata ad opera dell’enzima di conversione dell’angiotensina 
(angiotensin converting enzyme - ACE) che converte AngI, inattiva, in Angiotensina II 
(AngII), il fattore attivo implicato nell’aterogenesi. L’Ang II è il principale ormone effettore 
del sistema RAS, ed esibisce multipli effetti esplicati attraverso l’interazione con il suo 
recettore di tipo 1 (AT1).  
 
Figura 14: Rappresentazione schematica delle differenti vie che portano alla 
formazione di Angiotensina II dall’angiotensinogeno 
 
L’effetto deleterio dell’AngII è mediato dalla sua abilità di causare disfunzioni 
dell’endotelio, con ossidazione delle LDL e aumento dell’interazione tra le OxLDL ed i 
recettori dei macrofagi. 
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In aggiunta, è implicata in altri meccanismi pro-aterotici quali la proliferazione delle 
VSMC, l’aumento del processo infiammatorio in risposta a stimolo con PDGF, citochine e 
chemochine, che provoca il riarrangiamento della matrice extracellulare con attivazione delle 
metalloproteinasi.  
Tra i farmaci attivi sul RAS ritroviamo gli ACE inibitori, che riducono lo sviluppo 
dell’ateropatia nei modelli animali, gli antagonisti del recettore AT1, che esplicano la loro 
azione bloccando il legame dell’Ang II con il suo recettore. Questi farmaci sono in grado di 
ridurre in modo significativo lo stress ossidativo con il conseguente miglioramento della 
funzionalità dell’endotelio, dovuta all’aumento dell’NO disponibile. Gli AT1 inibitori 
presentano maggiore efficacia rispetto agli ACE inibitori, che non possono eliminare l’effetto 
dell’Ang II prodotta da sistemi non-ACE dipendenti come catepsina e chimasi tissutale. 
Inoltre entrambi ACE-inibitori ed inibitori AT1 attivano il recettore At2 dando effetti 
antiproliferativi, antiapoptotici e vasodilatatori. 
 
5.3 Terapie per modulare la disponibilità dell’NO 
L’NO endoteliale è un potente vasodilatatore, ed ha un ruolo importante nella 
prevenzione dell’aterosclerosi. L’NO è protettivo nelle fasi precoci dell’aterosclerosi 
prevenendo la migrazione dei leucociti e la loro adesione all’endotelio vasale, tramite la 
diminuzione della proteina chemoattrattrice dei monociti (MCP-1), della P selectina, della 
VCAM-1 e delle molecole di adesione come CD11/CD18. Inoltre, l’NO previene 
l’aggregazione e l’adesione piastrinica alle cellule vasali e inibisce il rilascio di PDGF. Infine 
è in grado di inibire proliferazione e migrazione delle VSMC. Composti organici capaci di 
rilasciare NO, come la nitroglicerina o l’isosorbide mono- o di-nitrato, sono farmaci che 
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agiscono sulla disponibilità dell’NO. L’uso di questi farmaci viene fortemente limitato a causa 
della loro tossicità ed alla tolleranza che facilmente il paziente sviluppa. 
 
5.4 Terapie per la  modulazione del flusso di Ca++ 
Le lesioni aterosclerotiche ai primi stadi sono associate con un aumento di flusso del 
Ca++. E’ noto come l’ipercolesterolemia alteri la permeabilità delle VSMC al Ca++ attivando 
un canale per il Ca++ voltaggio-dipendente. L’effetto è un aumento della concentrazione 
intracellulare di Ca++ che porta ad un aumento della proliferazione delle VSMC. Non è chiaro 
il meccanismo con cui il blocco dei canali per il Ca++ sia protettivo contro l’aterosclerosi, ma 
è chiaro che agisce solo nel prevenire e non nel contrastare placche preesistenti. 
Recentemente un agonista, altamente lipofilo,del canale per il Ca++ di tipo L, l’Amilodipine, 
ha dato buoni risultati in trial clinici in associazione con statine. 
 
5.5 Terapie per  contrastare lo stress ossidativi 
Lo stress ossidativo a livello della parete vascolare ha un ruolo importante nello sviluppo 
dell’ateroscelerosi. 
Colesterolo 
LDL/HDL  
Colesterolo 
OxLDL/HDL 
Stimolo fisiopatologico
↑Stress ossidativo
↑Prodotti ossidanti
Formazione di 
cellule schiumose  Placca Aterosclerotica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Implicazione dello stress ossidativo nella formazione della placca. 
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L’alterazione della permeabilità endoteliale dovuta al danno sulle cellule endoteliali 
causa la traslocazione di particelle di LDL nella tunica intima, dove vengono ossidate e 
convertite in OxLDL. La forte chemioattrazione operata da OxLDL sui monociti e linfociti T, 
promuove la differenziazione dei monociti a macrofagi. OxLDL inducono anche l’espressione 
di recettori per i macrofagi “spazzini” e quindi la produzione di cellule schiumose. OxLDL 
sono anche causa di instabilità delle placche per l’attivazione delle metalloproteasi. La 
Vitamina E (α-tocoferolo, α-TOH) è l’antiossidante liposolubile maggiormente disponibile 
che previene l’ossidazione di LDL e presenta un’attività preventiva di progressione della 
lesione aterosclerotica. E’ stato visto in particolare che una somministrazione a lungo termine 
della vitamina E con una rilascio controllato di Vitamina C sembra arrestare la progressione 
delle placche aterosclerotiche in pazienti ipercoleserolemici.  
 
5.6 Terapie che agiscono sulla componente infiammatoria ell’aterosclerosi 
La complessa interazione tra citochine pro-infiammatorie come TNF-α, IL-1β, OxLDL 
e CD40/ ligando sull’endotelio danneggiato aumenta l’espressione dei mediatori 
dell’infiammazione, quali VCAM-1, ICAM-1 e selectina. Questo meccanismo promuove 
l’adesione dei monociti alla superficie dell’endotelio e la loro migrazione nella tunica intima 
dove si convertono in macrofagi e quindi in cellule schiumose in grado di secernere citochine 
proinfiammatorie. Sono in fase di sviluppo nuovi agenti terapeutici detti protettori vascolari 
(v-protectans) con differenti caratteristiche lipidiche, ad azione antiossidante e 
antinfiammatoria.  
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5.7 Terapie che agiscono sull’inibizione dell’attivazione piastrinica 
L’attivazione delle piastrine ha un ruolo importante sia nella formazione della placca 
aterosclerotica che nella sua rottura con conseguente formazione di trombi. L’attivazione di 
recettori esposti sulla superficie del vaso, dopo la rottura della placca ad opera delle piastrine, 
e l’embolizzazione dell’aggregazione piastrinica sono i principali meccanismi con cui si 
determina il danno vasale. Le piastrine attivate stimolano la produzione di ac.arachidonico, a 
partire dai fosfolipidi di membrana tramite l’attività litica della fosfolipasi A2.  
 
Attivazione piastrinica 
↑Espressione PDGF ↑LPA ↑Rilascio di 5HT
Migrazione e proliferazione delle SMC 
 
Figura 16: Il coinvolgimento dell’aggregazione piastrinica nella formazione delle placche 
aterosclerotiche e nella formazione di trombi 
 
A partire dall’ac. Arachidonico si ha la successione di eventi in cascata con formazione 
di Prostaglandine e Trombossano (TXA2), in grado di aumentare ulteriormente il 
reclutamento piastrinico sulla lesione vasale. L’Aspirina, uno tra i più utilizzati 
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LDL/HDL  
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Aterosclerotica 
 Formazione 
di Trombi 
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antinfiammatori non steroidei, inibisce la COX-1 e previene la sintesi di PG. Sono in fase di 
studio nuovi inibitori della sintesi del TXA2, come il camonargrel. 
Un’altra classe di farmaci, gli inibitori del recettore GPIIb/IIIa, agisce inibendo 
l’attivazione piastrinica. L’attivazione delle piastrine induce un segnale che induce la 
modifica conformazionale di un recettore di adesione, l’integrina αIIbβ3, anche detto 
GPIIb/IIIa. Questa modifica conformazionale comporta un aumento dell’affinità del recettore 
per il fibrinogeno che a sua volta condiziona l’ulteriore accumulo di piastrine. Antagonisti del 
recettore GPIIb/IIIa hanno dimostrato di ridurre gli eventi precoci in pazienti con 
rivascolarizzazione coronarica, ma non hanno dimostrato effetti per trattamenti a lungo 
termine. 
 Infine altri farmaci attivi sull’attivazione delle piastrine attualmente studiati sono gli 
antagonisti del recettore 5-HT2A dell’istamina. L’istamina o 5-idrossitriptamina (5-HT), 
secreta dalle piastrine attivate, accelera l’aggregazione piastrinica e potenzia l’azione di altri 
agonisti sulle piastrine come TXA2, collagene e ADP. Gli antagonisti 5-HT2A testati su 
modelli animali hanno dimostrato la capacità di stabilizzare le placche vulnerabili per 
inibizione delle metalloproteinasi. 
 
5.8 Terapie che agiscono sulla proliferazione delle VSMC 
Il rilascio di mediatori dell’infiammazione da parte dei monociti promuove la 
proliferazione e la migrazione delle VSMC dalla tunica media alla tunica intima dando luogo 
alla neointima. Una volta nella tunica intima, le VSMC si attivano producendo citochine, 
fattori di crescita, matrice extracellulare, contribuiscono all’accrescimento dell’ateroma ed 
alla formazione del rivestimento fibroso che stabilizza la placca. L’eccessiva proliferazione e 
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migrazione delle VSMC è anche la causa principale della riocclusione del vaso in seguito ad 
angioplastica (PTCA), ISR.  
La Rapamicina, un antibiotico ed immunosoppressore della classe dei macrolidi, 
inibisce la proliferazione delle VSMC legando la proteina FK506. Questo farmaco blocca la 
progressione del ciclo cellulare nella fase G1/S e provoca una marcata diminuzione di IL-2 e 
IL-4 che mediano la migrazione e proliferazione cellulare. Studi sperimentali e trial clinici 
hanno dimostrato che stent medicati contenenti rapamicina sono in grado di prevenire 
l’iperplasia della neointima e la ristesosi (Gallo R et Al., 1999). La rapamicina si lega anche 
ad mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), un fattore implicato nella crescita, nella 
sopravvivenza e nel differenziamento cellulare. La rapamicina è in grado di interferire con 
tutte le attività di mTOR. 
Il trattamento con rapamicina, oltre che agire sulla inibizione di proliferazione e 
migrazione delle VSMC, ha anche effetti sull’endotelio, in particolare sulle cellule 
progenitrici di quelle endoteliali (EPC). Le EPC sono in grado di aderire al vaso nel sito del 
danno e di ricostituire un strato di cellule endoteliali riparando la lesione. La rapamicina 
riduce la capacità delle EPC di proliferare, migrare, aderire al vaso danneggiato. Questa 
mancanza di selettività della rapamicina tra le VSMC e le EPC, se da un lato diminuisce la 
ristenosi, dall’altro impedisce la riendotelizzazione del vaso in seguito ad angiplastica 
(Lerman A et Eeckhout E., 2006). Altri farmaci sono in uso per ridurre la proliferazione e la 
migrazione delle VSMC: ABT-578, un nuovo derivato di sintesi della rapamicina, il 
Paclitaxel (taxolo), un agente citostatico antitumorale ed un nuovo inibitore del recettore 
tirosincinasico del PDGF. Quest’ultimo è stato utilizzato in trial clinici, dimostrando di 
diminuire la ristesosi in modelli animali che hanno subito angioplastica. (B.G. Katzung, 
2000; H. K. Saini et Al., 2005; H. C. Lowe et al., 2002). 
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Da quanto descritto in precedenza riguardo alle patologie cardiovascolari, in particolare 
l’aterosclerosi e la ristenosi, emerge l’estrema complessità dell’eziologia del processo pato-
fisiologico. Le numerosissime componenti che contribuiscono alla genesi ed alla progressione 
della patologia agiscono in modo non solo sequenziale ma anche interconnesso e ridondante. 
La componente infiammatoria, ad esempio, è sicuramente una di quelle principali; essa dà 
inizio al processo ed innesca il coinvolgimento delle cellule muscolari lisce (VSMC), la cui 
attivazione e modulazione fenotipica determinano l’occlusione del vaso. La necessità di 
inibire la proliferazione e la migrazione delle VSMC negli stadi precoci della patogenesi è un 
punto chiave nella strategia terapeutica di alcune insorgenze di malattia vascolare. Le terapie 
attualmente utilizzate hanno dimostrato di essere incapaci di fornire un’azione specifica ed 
efficace nel prevenire la formazione di placche. Quelle più comuni impiegate nella 
prevenzione dell’aterosclerosi sono mirate a neutralizzare i fattori di rischio, come ad esempio 
gli alti livelli di LDL plasmatici. Tuttavia, la riduzione di uno solo delle tanti fattori che sono 
implicati nella patologia non può essere risolutiva. Persino le associazioni di farmaci di classi 
differenti non hanno dimostrato un efficace sinergismo d’azione. Una volta che le placche si 
siano formate, l’angioplastica con impianto di stent (PTCA) è la soluzione più praticata. A 
questo riguardo, anche se l’uso di stent rivestiti con Rapamicina ha dimostrato di prevenire 
efficacemente la riocclusione dell’arteria la mancanza di selettività di questo trattamento non 
permette la riendotelizzazione del vaso. Ne segue che, nel caso di terapia preventiva contro la 
ristenosi dopo angioplastica, essa per essere vincente dovrà mirare ad un bersaglio che sia 
specifico per quei meccanismi che negli stadi precoci innescano il segnale di migrazione 
cellulare, un evento cardine e determinante di questa patogenesi. 
Fondamentale nell’analisi di una patologia è la conoscenza delle modulazioni 
dell’espressione genica a questa correlate. Dopo l’avvento del sequenziamento del genoma 
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umano e l’introduzione di nuove tecnologie, è attualmente possibile utilizzare a questo scopo 
un approccio ad ampio spettro in grado, cioè, di mettere in luce le variazioni di espressione 
dei geni in una visione la più ampia possibile (high throughput) come nel caso dell’analisi 
degli mRNA, analisi del “trascrittoma”, o dell’intero contenuto proteico, comunemente 
denominato “proteoma”. Quest’ultimo sistema d’indagine rappresenta la frontiera estrema di 
acquisizione di informazioni sul fenotipo rappresentativo di un dato stadio della patologia. La 
proteomica è utile per determinare quali, quante ed in che tempi le proteine si esprimono in 
relazione ad un determinato stimolo, ed è complementare alla genomica in quanto si focalizza 
sul prodotto del gene. Infatti, è possibile ottenere, almeno in linea di principio, la “fotografia” 
istantanea di una situazione dinamica di patogenesi comprese tutte le modificazioni post-
traduzionali dei diversi fattori proteici putativamente implicati nello sviluppo della malattia. 
Una serie di queste “fotografie”, eseguite in successione di tempo, può tracciare una mappa di 
eventi chiave che meglio descrive il decorso della progressione patologica. 
Nel nostro laboratorio è stato messo a punto il modello in vitro di colture primarie di 
cellule muscolari lisce di coronaria derivanti da espianti di maiale. Queste cellule, in assenza 
di siero nel mezzo di coltura, presentano un fenotipo contrattile-quiescente che ricalca da 
vicino la condizione fisiologica “normale” del tessuto. La successiva aggiunta del siero 
provoca una modifica fenotipica che trasforma le cellule in una popolazione proliferante e 
fortemente attivata a livello di sintesi di matrice extracellulre e di proteine (fenotipo attivato-
sintetico). 
Questo modello di interconversione fenotipica “contrattile/sintetica”, inducibile nelle 
cellule muscolari lisce, si presta ad essere studiato in maniera adeguata con un approccio 
proteomico. Questo, infatti, meglio si adatta all’indagine perché, a differenza del trascrittoma, 
è in grado di evidenziare il reale stato funzionale delle proteine, e se applicato a diverse 
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finestre temporali del processo di interconversione fenotipica, può consentire di individuare 
quali possano essere i fattori critici determinanti per ogni stadio della progressione del 
fenomeno. fenotipiche. 
Lo scopo del presente progetto di ricerca è stato, pertanto, quello di applicare 
l’approccio proteomico allo studio e alla caratterizzazione delle modulazioni di espressone 
proteica indotte dal siero o da singoli fattori di crescita in cellule muscolari lisce di coronaria 
di maiale a tempi precoci dal trattamento. Lo studio è stato incentrato soprattutto sulle 
proteine fosforilate in tirosina, una modifica post-traduzionale fortemente implicata nella 
mediazione di stimoli proliferativi, con l’intento di individuare nuovi soggetti proteici 
responsabili dell’attivazione delle cellule in coltura. 
L’indentificazione di marcatori della modulazione delle VSMC a tempi brevi, una volta 
che sia verificato il loro coinvolgimento in vivo in situazioni pato-fisiologiche, potrebbe aprire 
nuovi scenari terapeutici. Questi marcatori, infatti, potrebbero divenire il bersaglio di nuovi 
farmaci specifici efficaci nel contrasto di quelli eventi precoci che inducono la migrazione e la 
proliferazione delle VSMC in situazioni di stimolazione acuta come avviene dopo interventi 
di angioplastica. 
 
. 
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6 Caratterizzazione del modello biologico 
Colture primarie di cellule muscolari lisce vasali (VSMC) sono state ottenute da 
espianti di coronaria di maiale e cresciute in condizioni standard in terreno di coltura 
completo contenente 10% di siero fetale bovino (+FBS). Le VSMC, mantenute in coltura per 
3 giorni in queste condizioni, mostrano un fenotipo attivo-sintetico. Privando il mezzo di 
coltura del siero e coltivando le cellule per altri tre giorni (–FBS), le cellule rapidamente 
modificano il loro fenotipo divenendo quiescenti-contrattili. La successiva aggiunta del siero 
per ulteriori due giorni restaura il fenotipo iniziale delle VSMC che tornano ad essere 
sintetiche. Il PCNA è un marker specifico per la proliferazione cellulare (Kelman, 1997), la 
sua assenza di espressione registrata mediante analisi di “western blotting” nelle cellule 
quiescenti conferma l’assenza di proliferazione (Figura 17) 
1 2 3 
PCNA
 
Figura 17: Immunodetezione del PCNA tramite SDS-PAGE e trasferimento su membrana di 
nitrocellulosa su estratti cellulari totali delle cellule messe in coltura per tre giorni post-
espianto con FBS (fenotipo sintetico, banda 1), delle cellule deprivate dell’FBS (fenotipo 
contrattile, banda 2) e delle cellule contrattili rimesse in coltura con siero per due giorni 
(ripristino del fenotipo sintetico, banda 3). Il segnale del PCNA è molto intenso per le cellule 
che presentano il fenotipo sintetico, mentre tende a scomparire per le cellule con il fenotipo 
contrattile. 
 
Un’analisi della capacità replicativa delle VSMC prima e dopo l’aggiunta dell’FBS è 
mostrata nella Figura 18. Il conteggio delle cellule VSMC si mantiene costante durante la 
coltivazione in assenza di siero dimostrando un chiaro blocco della proliferazione. 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 18: Proliferazione cellulare: le VSMC sono state tenute 3 giorni in mezzo privo di 
siero (-FBS) ottenendo il fenotipo quiescente. Dopo di che (freccia), sono state poste in mezzo 
completo di siero (+FBS), e quindi lasciate altri due giorni in coltura per ottenere il fenotipo 
attivato. Le cellule sono state contate ogni giorno. Ogni punto del grafico rappresenta il valore 
della media ±SD di tre esperimenti distinti. 
 
 L’ aggiunta del siero produce un deciso incremento dei conteggi fino al raddoppio della 
popolazione nel giro di due giorni a riprova di un avvenuto ripristino dell’attività 
proliferativa. 
Anche l’analisi del ciclo cellulare mediante la citometria a flusso (Figura 19) mostra 
come le cellule sintetiche (+FBS) siano distribuite in maniera classica, ordinaria nelle varie 
fasi del ciclo cellulare. Al contrario, le cellule con fenotipo contrattile (-FBS) risultano 
concentrate per il 96% nella fase G0/G1. L’assenza di picchi relativi al contenuto di DNA di 
valore più basso rispetto a quello corrispondente alla fase G0/G1 suggerisce che l’arresto della 
crescita delle VSMC non è un artefatto dovuto all’insorgenza di apoptosi. 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 19: Ciclo cellulare: gli stessi campioni descritti prima (-FBS,+FBS) sono stati 
sottoposti ad analisi citometrica a flusso. Gli intervalli M1,M2 ed M3 corrispondono 
rispettivamente alle fasi G0/G1, S e G2/M del ciclo cellulare. E’ riportata la media±SD di tre 
differenti esperimenti. 
 
 Tutti i risultati fin qui mostrati indicano che le VSMC in assenza di FBS (fenotipo 
contrattile), presentano il ciclo cellulare bloccato in G0 mentre quelle stimolate con FBS 
(fenotipo sintetico) sono in grado di proliferare.  
La transizione fenotipica è stata documentata anche da un’analisi morfologica condotta 
con tecniche di microscopia a contrasto di fase. In generale le cellule VSMC con fenotipo 
sintetico (+FBS) (Figura 20) mostrano una morfologia più estesa e poligonale con margini 
piuttosto lisci mentre le VSMC quiescenti (-FBS) presentano un aspetto allungato e 
fusiforme. Una più approfondita  analisi di immunofluorescenza effettuata sulle cellule 
quiescenti con anticorpo anti α-actina mostra i filamenti di actina ordinati in fasci disposti 
lungo l’asse maggiore della cellula (Figura 20). 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 20: Morfologia delle VSMC –FBS e +FBS e Proteine del citoscheletro: Le VSMC 
sono state analizzate al microscopio a fluorescenza in assena (-FBS) o in presenza di serio per 
due giorni (+FBS). I marcatori delle cellule muscolari lisce sono rilevati utilizzando anticorpi 
per α-actina. La corrispondente immagine in contrasto di fase è mostrata sotto. 
 
 Una tale organizzazione dell’actina nelle VSMC quiescenti bene si accorda con le 
caratteristiche contrattili delle cellule muscolari lisce in cui l’actina, nella sua corretta 
organizzazione, è in grado, coadiuvata dalla miosina, di far contrarre la cellula. 
L’espressione di alcune proteine del citoscheletro espresse in modo specifico nelle 
VSMC e correlate con la contrazione cellulare (SM-a-actina, calponina e desmina) è stata 
monitorata mediante tecniche di “western blotting”. La calponina è una proteina specifica 
delle cellule muscolari lisce differenziate e presenta un sito di legame per l’actina, anche se il 
suo ruolo nella contrazione è ancora controverso. La desmina fa parte dei filamenti intermedi, 
che, stabilizzano i filamenti di actina e miosina. L’analisi densitometrica mostra una 
significativa maggior espressione di tutte e tre le proteine nelle cellule quiescenti (fenotipo 
contrattile) rispetto a quelle attivate (fenotipo sintetico) (Figura 21). 
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Figura 21: Analisi densitometrica delle bande dei marcatori del 
differenziamento.E’ stato utilizzato il t-test: *p<0,05, **p<0,01. E’ mostrata 
anche la deviazione standard derivante da tre differenti esperimenti. 
 
L’espressione di questi marcatori concorda con la distribuzione e la struttura del 
citoscheletro evidenziata dagli studi morfologici effettuati al microscopio a fluorescenza. 
L’SM-α-actina è la proteina del citoscheletro più rappresentata nelle cellule contrattili. Essa 
risulta leggermente ridotta nelle cellule VSMC con fenotipo sintetico, e la sua distribuzione 
risulta differente. E’ molto interessante il fatto che il contenuto di smootelina risulti 
significativamente ridotto nelle VSMC sintetiche (Figura 22). 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 22: Proteine del citoscheletro: Le VSMC sono state analizzate al microscopio a 
fluorescenza in assena (-FBS) o in presenza di serio per due giorni (+FBS). L’esposizione a 
falloidina legata alla rodamina evidenzia la presenza di filamenti di actina. I marcatori delle 
cellule muscolari lisce sono rilevati utilizzando anticorpi per la smutelina. La corrispondente 
immagine in contrasto di fase è mostrata sotto. 
 
La smootelina è infatti un marcatore tardivo della differenziazione ed è notoriamente 
espresso nelle VSMC contrattili (van der Loop et al., 1997). Sebbene la sua funzione non sia 
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ancora chiara, tuttavia è nota la sua capacità di legarsi con i filamenti di SM-α-actina, co-
localizzando con essa (Johansson et al., 1999).  
Questi dati nel complesso suggeriscono che la deprivazione del siero induce nelle SMC 
una variazione di espressione delle proteine del citoscheletro ed una loro riorganizzazione per 
l’acquisizione del fenotipo contrattile.  
Per verificare se il fenotipo contrattile e quello sintetico fossero anche funzionalmente 
diversificati, è stata investigata la loro sensibilità a stimoli chemiotattici. Le cellule sono state 
coltivate in apposite piastre costituite da due camere separate da una membrana rivestita di 
gelatina (Boyden Chambers). Le colture di cellule VSMC, stratificate sul versante superiore 
della membrana, sono state saggiate introducendo siero o albumina (come controllo) come 
chemioattrattore nella camera inferiore. I risultati riportati nella Figura 23, mostrano che la 
deprivazione del siero dalle colture di VSMC determina una riduzione di 10 volte della 
capacità di migrazione in risposta allo stimolo chemiotattico. 
 
Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 23: Attività chemiotattica: le VSMC sono state cresciute su filtri rivestiti di gelatina e 
misurata la migrazione in risposta a 10% di FBS (S) o 0,1% di BSA (BSA) come 
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chemioattrattore e controllo. L’analisi statistica è stata fatta con t-test. Le barre corrispondono 
alla media ±SD di tre esperimenti indipendenti. 
Le evidenze sperimentali fino a qui illustrate, supportano l’effettivo realizzarsi di una 
conversione fenotipica delle VSMC da una condizione di cellule quiescenti-contrattili ad una 
di cellule attivate-sintetiche in seguito all’aggiunto di FBS al terreno di coltura. Possiamo, 
così, disporre di un modello “in vitro” che mima l’iperplasia che causa la formazione della 
neointima nella patogenesi delle malattie cardiovascolari, anch’essa descritta come 
modulazione fenotipica come illustrato nella parte introduttiva.  
 
7 Scelta dell’approccio sperimentale adeguato allo studio del modello di 
interconversione fenotipica 
Allo scopo di meglio chiarire quali siano i meccanismi che controllano questa 
variazione fenotipica, abbiamo progettato di stimolare le VSMC con siero o con diversi fattori 
di crescita. Il siero perché rappresenta l’elemento completo in grado di mandare in esecuzione 
l’intero programma di attivazione delle colture e perché più si avvicina alle condizioni 
riscontrabili nell’organismo, in cui in seguito a lesione endoteliale le VSMC vengono in 
contatto con il plasma. Fra i fattori di crescita sono stati scelti il PDGF-BB e l’IGF-1. Il primo 
perchè è un fattore noto per la sua capacità di stimolare le cellule nel passaggio dalla fase G0 
alla G1 del ciclo cellulare, e l’IGF-1 perché la sua azione sembra essere richiesta per 
completare l’azione proliferativa del PDGF consentendo il passaggio ulteriore dalla fase G1 
alla fase S (Yamamoto e Yamamoto, 1994). Inoltre, sia PDGF-BB che IGF-1 sono potenti 
chemioattrattori capaci di stimolare la mobilità cellulare. 
Poiché la distinzione fra fenotipo sintetico e fenotipo contrattile (Chamley-Campbell et 
al. (1979)) è un’estrema semplificazione incapace di descrivere appieno ed in modo corretto 
l’enorme complessità e soprattutto la dinamica della interconversione fra le due condizioni 
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finali (Owens et al., 2004), abbiamo deciso di affrontare lo studio sulla base di due 
presupposti fondamentali: 1) la variazione che accompagna le cellule da uno stato ad un altro 
dipende da una modulazione sequenziale e organizzata di numerosi geni, pertanto, necessita 
di essere analizzata in funzione del tempo, 2) i prodotti proteici delle diverse funzioni geniche 
non subiscono semplicemente l’effetto di attivazioni o inibizioni trascrizionali ma subiscono 
modificazioni post-traduzionali che ne definiscono in ogni istante una precisa funzione e/o 
localizzazione intracellulare. Per questo, motivo lo studio nel tempo del contenuto proteico in 
tutte le sue accezioni è stato l’approccio scelto per condurre l’indagine.  
 La "proteomica" è quella disciplina emergente che consente di determinare quali, 
quante ed in che tempi le proteine si esprimono in relazione ad un determinato stimolo, ed è 
complementare alla genomica in quanto si focalizza sul prodotto del gene. Il fenotipo delle 
cellule in una particolare condizione e in un determinato momento è determinato dalle 
proteine in esse espresse. Il profilo di espressione proteico, “proteoma” totale, delle cellule 
rappresenta in ultima analisi la fotografia del fenotipo cellulare. 
 
7.1 La tecnologia proteomica 
La proteomica ha subito un salto in avanti grazie ai progressi della tecnologia e delle 
strumentazioni. Negli ultimi anni si sono raggiunti traguardi che consentono di rilevare 
quantità di proteine dell'ordine di picogrammi.  
Il termine proteomica non fa riferimento ad una specifica tecnica di rilevazione, ma si 
avvale di più tecniche, correlate le une alle altre. Le tecniche utilizzate per la separazione 
delle proteine sono svariate. Le più utilizzate sono la cromatografia bidimensionale e 
l’elettroforesi bidimensionale combinate con la spettrometria di massa a basso trasferimento 
di energia. Come tecnica di separazione e identificazione delle proteine abbiamo scelto 
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l’elettroforesi bidimensionale abbinata alla spettrometria di massa. L’elettroforesi 
bidimensionale è la tecnica principe utilizzata nell’analisi del proteoma perché permette di 
separare in una sola operazione l’intero contenuto di estratti di cellule sulla base dei punti 
isolelettrici (pI) e del peso molecolare (PM). Il punto isoelettrico è quel valore di pH al quale 
una data proteina ha carica nulla. In quelle condizioni di pH, benchè sotto l’influenza di un 
campo elettrico, quella data proteina non è più in grado di migrare. Focalizzazioni di proteine 
in un campo elettrico sono effetuate su gradienti immobilizzati di pH (1° dimensione). La 
separazioni in base al peso molecolare (2° dimensione) viene successivamente eseguita 
mediante SDS-PAGE applicando come campione l’intero gel della 1° dimensione.  
Il processo è riportato nello schema seguente: 
 
 
- 
+ 
pH 3 pH 10
Figura 24: Schema della separazione delle proteine nel gel bidimensionale, in cui vengono 
separate prima in base al punto isoelettrico e quindi in base al loro peso molecolare. 
 
Il risultato è una mappa di "spot" che possono essere ulteriormente separati, identificati 
e caratterizzati. 
+
-
migrazione
Peso 
molecolare
focalizzazione 
1° 
Dimensione  
2° Dimensione 
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L’utilizzo della spettrometria di massa a basso trasferimento di energia “soft” (MALDI-
TOF) rende possibile l’identificazione delle proteine modulate durante la modificazione 
fenotipica. Questa analisi strumentale permette anche lo studio delle modificazioni post-
traduzionali, un aspetto fondamentale per il nostro progetto essendo la fosforilazione 
implicata nei diversi stadi di attivazione delle vie di trasduzione del segnale innescate dalla 
stimolazione con i fattori di crescita. 
 
8 Risultati dell’analisi per elettroforesi bidimensionale delle due varianti fenotipiche 
L’analisi del profilo di espressione delle proteine delle VSMC relativo alle due 
condizioni fenotipiche, sintetica e contrattile, è stato eseguito utilizzando l’elettroforesi 
bidimensionale. Le VSMC sono state coltivate per due giorni in assenza di siero (-FBS) per 
indurre il fenotipo contrattile-quiescente. A quel punto le colture sono state divise in due 
frazioni: la prima è stata immediatamente raccolta e conservata a –80°C, la seconda è stata 
coltivata per altri due giorni, prima della raccolta, utilizzando un terreno addizionato di siero 
(+FBS) allo scopo di indurre il fenotipo sintetico. Sono stati recuperati gli estratti proteici 
grezzi di entrambi i campioni e sono stati analizzati mediante elettroforesi 2D-PAGE. Sono 
stati eseguiti quattro replicati della separazione elettroforetica di ciascun campione e ciascun 
gel è stato colorato all’argento. La sovrapposizione degli elettroferogrammi dei quattro 
replicati ha consentito, mediante interpolazione computerizzata dei dati di immagine, di 
costruire i “master gel” relativi ai profili di espressione proteica delle due condizioni 
fenotipiche (Figura 25 a e b rispettivamente). 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 25: Elettroferogrammi derivanti da gel bidimensionali di poliacrilammide (2D-PAGE). 
Il “master gel” è la media di quattro replicati indipendenti . L’elettroferogramma (a) è relativo 
all’estratto proteico delle VSMC quiescenti (–FBS), mentre il (b) delle stimolate con siero 
+FBS. Le proteine sono separate per IEF in IPG strip di 18 cm, con gradiente di pH non 
lineare 3-18, quindi separate su gel di poliacrilamide SDSPAGE in gradiente vericale 9%-
16%. Le proteine sono state rivelate per colorazione all’argento amoniacale. 
 
I due master gel sono stati analizzati per individuare le differenze di espressione 
proteica dei due fenotipi. Le bande identificate complessivamente dal sistema di analisi 
dell’immagine sono stati 1470 per il fenotipo contrattile e 1180 per il fenotipo sintetico. Di 
questi spot 105 sono stati individuati come sovra-espressi e 154 come sotto-espressi nelle 
cellule attivate rispetto a quelle con fenotipo quiescente usate come riferimento. Si tratta di 
una differenza marcata di espressione del proteoma che rispecchia perfettamente le differenze 
esistenti tra i fenotipi delle VSMC. 
 
9 Identificazione di alcuni costituenti delle bande differenzialmente espresse dalle 
due popolazioni di cellule VSMC 
L’identificazione di alcune delle proteine differenzialmente espresse è stata eseguita 
mediante una separazione elettroforetica bidimensionale di tipo preparativo che prevede una 
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carica maggiore di estratto proteico e una colorazione massa compatibile (Coomassie). Le 
bande del gel preparativo corrispondenti agli “spot” identificati sui master gel e 
differenzialmente espressi, sono state riconosciute mediante analisi comparativa delle 
immagini e quindi ritagliate, recuperate e digerite con tripsina. Il digerito triptico è stato 
analizzato in spettrometria di massa MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption 
Ionization-Time of Flight) che consente l’identificazione della proteina. La tecnica MALDI-
TOF prevede il desorbimento e la ionizzazione, mediante irraggiamento laser, dei peptidi 
inglobati in una matrice aromatica acida cristallina. Quello che si ottiene è uno spettro di 
massa dei frammenti del digerito triptico, caratteristico di ogni singola proteina, una sorta di 
impronta digitale della proteina stessa (Peptide Mass Fingerprinting). Il “Fingerprinting” 
proteico viene confrontato con quanto contenuto nelle banche dati disponibili in rete, in cui 
sono raccolti tutti i fingerprinting delle proteine sequenziate dei vari organismi. Una 
sovrapposizione statisticamente significativa tra il “fingerprinting” di una nostra proteina con 
quello di una proteina sequenziata già registrata in una banca di dati, consente 
l’identificazione del fattore proteico. Nel caso di proteine il cui “fingerprinting” non sia 
ancora noto o registrato nelle banche di dati, è necessario procedere con il sequenziamento 
puntule aminoacido per aminoacido dei diversi peptidi. Questo è possibile mediante 
frammentazione ulteriore dei peptidi attraverso tecniche di collisione di spettrometria di 
massa con analisi che vengono definite Massa/Massa (MS/MS). 
Nella figura seguente è riportato l’esempio di uno spettro di frammentazione 
massa/massa di un peptide della vimentina, un costituente dei filamenti intermedi identificato 
nelle nostre indagini. Lo spettro di massa riporta l’intensità del segnale prodotto verso il 
rapporto massa/carica del frammento (Figura 26).  
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 rapporto massa/carica dei peptidi ed in ordinate l’intensità del segnale 
lativa al peptidi. 
 
 
 
I risultati delle analisi di identificazione mediante spettrometria di massa di alcune 
proteine diversamente espresse nelle due popolazioni di cellule VSMC sono riportati nella 
tabella seguente:  
 
 
Mass (m/z)
Figura 26: Spettro di Massa/Massa:esempio di uno degli spettri ottenuti dall’analisi di 
spettrometria di massa, ed in particolare spettro MS/MS di uno dei peptidi della vimentina. In 
ascisse troviamo il
re
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Tabella V: Proteine identificate con la spettrometria di massa 
Proteina  ID Score 
Ciaperonine ed Enzimi redox  
Hsp60 (60-kDa heat-shock protein, mitochondrial 
precursor)  
P63038  230 
PDIA3 (protein disulfide isomerase A3 precursor)  P30101  331 
Reticulocalbin 1 precursor  Q15293  151 
PRDX4 (peroxiredoxin 4)  O08807  259 
PRDX3 (thioredoxin-dependent peroxide reductase, 
mitochondrial precursor)  
P35705  94 
Hsp27 (heat-shock protein beta-1, 27 kDa)  P04792  82 
Elementi del citoscheletro  
Vimentin  P02544  186 
Actin alpha  P68032  215 
Gamma-actin (actin, cytoplasmic 2)  P63259  117 
Tropomyosin4 (tropomyosin alpha 4 chain)  P02561  156 
Alpha-tropomyosin (tropomyosin 1 alpha chain)  P58772  210 
Cytokeratin 10 (keratin, type I cytoskeletal 10)  P13645  113 
Enzimi del metabolismo del glucosio  
Pyruvate kinase M1/M2  P14618  140 
Pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit, 
mitochondrial  
P11177  94 
Alpha enolase  Q9XSJ4  73 
ATP synthase D chain, mitochondrial  P13620  80 
Altre  
Alpha(B)-crystallin (alpha crystallin B chain)  P41316  104 
hnRNP H (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
H)  
O35737  79 
Alpha-S1 casein precursor  P02662  337 
Prohibitin  P35232  504 
Ogni proteina è stata identificata in accordo con il database di Mascot (Score -10*Log [P], dove P 
indica la probabilità che la sovrapposizione ottenuta non sia un evento casuale). Sono significativi 
Score superiori ad 80 (P<0,05). 
 
Le proteine identificate (riportate nella Tabella V) sono state suddivise in tre classi principali: 
1) enzimi coinvolti nella regolazione redox, come perossiredossina 3, perossiredossina 4, 
proteina disulfide isomerase (PDI), retculocalbina, HSP60 (heat sock protein 60) e 
HSP27; 
2) elementi del citoscheletro, come tropomiosina α4 e la catena α1 della tropomiosina, 
α- e γ- actina, vimentina e citocheratina 10; 
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3) enzimi del metabolismo del glucosio, come a-enolasi, ATP sintasi, piruvato cinasi e 
piruvato deidrogenasi.  
Altre quattro proteine (hnRNP H, la proibitina, il precursore della caseina e l’α-(B)-
cristallino) sono state identificate ma non è stato possibile inserirle in un'unica omogenea 
classe, anche se è noto il loro coinvolgimento nella regolazione del ciclo cellulare e nella 
espressione del fenotipo sintetico delle cellule attivate. 
 
10 Modulazione nel tempo della fosforilazione delle proteine dopo stimolo con siero  
Il confronto tra il profilo proteico delle VSMC all’inizio (quiescente-contrattile) ed al 
termine del processo (attivate) riflette una visione globale delle due condizioni estreme, ma 
non dà informazioni sulla cinetica temporale e sulle modificazioni intermedie dell’evento.  
Inoltre, poiché i fattori di crescita inducono uno stimolo che attiva una rete di 
trasduzione del segnale caratterizzata da molte proteine con attività tirosin-cinasica, abbiamo 
voluto investigare l’andamento della fosforilazione della tirosina nel tempo in seguito a 
stimolo con FBS. A questo scopo, abbiamo analizzato la fosforilazione totale in tirosina delle 
VSMC quiescenti (tempo 0) e delle VSMC stimolate con siero per 10 minuti, 30 minuti, 60 
minuti e 2 giorni (“Time-course”). Gli estratti totali separati su gel 2D sono poi stati trasferiti 
su membrana di nitrocellulosa e le proteine fosforilate sono state identificate con un anticorpo 
monoclonale anti-fosfo-tirosina. Il diagramma riportato nella Figura 27 mostra il decorso nel 
tempo dei livelli di tirosina fosforilata. 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 27: Esperimento di “Time-course”. VSMC quiescenti o stimolate per 10, 30, 60 minuti 
o 48 ore sono state analizzate con 2D-PAGE, le proteine così separate sono state trasferite su 
membrana di nitrocellulosa e gli spot fosforilati sono stati identificati con un anticorpo 
monoclonale anti-fosfotirosina. La curva mostra l’andamento della fosforilazione nel tempo, 
espressa come percentuale di “spot” fosforilati evidenziabili rispetto a quelli ottenuti al tempo 
0 scelto come riferimento di normalizzazione pari al 100%. 
 
 
 
 E’ rimarchevole l’andamento della curva che rivela un brusco calo dei livelli di 
fosforilazione della tirosina nei primi 10 minuti, seguito da un lento recupero, con valori che 
tendono a tornare a quelli iniziali dopo 2 giorni. Ne segue che nei tempi precoci della 
stimolazione con siero avvengono eventi importanti e significativi che suggeriscono una 
attivazione prevalente di fosfatasi rispetto alle cinasi. 
Questa osservazione è in accordo con un recente studio di Hayashi et al. (2004), che 
suggeriva un ruolo importante delle fosfatasi, come SHP-2, nel dirigere le VSMC verso il 
fenotipo sintetico.  
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11 Variazione nel tempo dello stato di fosforilazione delle proteine identificate 
mediante spettrometria di massa 
La fosforilazione in tirosina è stata seguita nel tempo mediante blotting con anticorpo 
anti-fosfotirosina analizzando ciascuno dei 20 “spot” corrispondenti alle proteine identificate 
e riportate nella Tabella V del paragrafo 9. I risultati ottenuti sono riportati nella Figura 28. 
 
Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 28: Time corse della Fosforilazione in tirosina delle 20 proteine identificate. Le 
proteine sono state divise in quattro calssi: (a) enzimi del metabolismo del glucosio, (b) 
ciaperonine, (c) elementi del citoscheletro, (d) proteine di natura eterogenea . Il livello di 
fosforilazione è presentato come volume percentuale (ΔV%) degli spot fosforilati. In (d) si 
riportano due differenti scale del volume percentuale a causa dei valori elevati della 
proibitina. 
La cinetica della fosforilazione osservata durante il time-course mostra un andamento 
omogeneo per le quattro classi di proteine, anche se ogni proteina ha un suo specifico 
andamento.  
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La fosforilazione per gli enzimi del metabolismo del glucosio scende bruscamente nei 
primi 10’ e rimane a livelli bassi per tutte le proteine, ad eccezione dell’ATP sintasi, con un 
successivo lento e parziale recupero (Figura 28a). Per quanto riguarda gli elementi del 
citoscheletro, le modifiche nella fosforilazione in tirosina non sembrano essere notevoli, 
specialmente nei primi minuti. Una eccezione importante è l’α-actina, il cui livello di 
fosforilazione scende bruscamente a 0 (Figura 28c). Questo non sorprende essendo l’α-actina 
uno dei principali marcatori delle VSMC quiescenti-contrattili (Roy et al. 2001) ed il suo calo 
di espressione è confermato dai nostri dati preliminari di microscopia a fluorescenza. Anche 
se è nota la regolazione della polimerizzazione dell’α-actina mediante fosforilazione, allo 
stato attuale, non possiamo attribuire la diminuzione riscontrata ad una reale defosforilazione 
o ad una riduzione dell’espressione. Le proteine che non sono state classificate in una singola 
categoria mostrano modifiche con un andamento disomogeneo (Figura 28d). I cambiamenti 
più significativi riguardano le ciaperonine, ed in particolare Hsp60 e la PDI. Le ciaperonine 
mostrano un andamento omogeneo nei primi tempi dopo lo stimolo, ma PDI e HSP60 
mostrano un drastico aumento della fosforilazione dopo 10 e 30 minuti rispettivamente, 
raggiungendo valori che vanno molto al di sopra di quelli di partenza (Figura 28b). Questi dati 
mettono in evidenza come entro i primi 10 minuti si inneschi  una complessa serie di eventi 
che potrebbero risultare fondamentali per il processo di attivazione indotto dal siero. 
 
12 Dissezione del ruolo di singoli fattori di crescita sulla modulazione a 10 minuti del 
profilo di fosforilazione delle proteine identificate  
L’andamento della fosforilazione offre una visione globale del profilo di attivazione 
delle proteine sequenziale ma non dà informazioni relative al ruolo dei singoli fattori di 
crescita contenuti nel siero. Svariati fattori di crescita circolanti nel sangue sono secreti dalle 
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cellule endoteliali danneggiate, da macrofagi o dalle stesse VSMC o attivati da precursori 
inattivi e latenti all’interno della matrice extracellulare (Abedi e Zachary, 1995). Tutte queste 
molecole agiscono sulle VSMC. In sintesi, come discusso nell’introduzione, questi fattori 
innescano la modulazione fenotipica delle VSMC da contrattile a sintetico. Con lo scopo di 
chiarire meglio quali siano i meccanismi che controllano questa modifica fenotipica, abbiamo 
stimolato le VSMC con diversi fattori di crescita. PDGF-BB è noto come fattore in grado di 
stimolare le cellule a passare dalla fase G0 alla G1 del ciclo cellulare, ma richiede la 
costimolazione con IGF-1 per il passaggio in S. (Yamamoto e Yamamoto, 1994). Sia PDGF-
BB che IGF-1 sono potenti chemioattrattori e capaci di stimolare la mobilità cellulare. 
Per tutte queste ragioni, abbiamo deciso di confrontare i profili di fosforilazione della tirosina 
di proteine recuperate dalle VSMC dopo 10 minuti di stimolazione con siero o singoli fattori 
di crescita, IGF-1 e PDGF-BB. I risultati ottenuti, illustrati nella Figura 29 a-d e nella Tabella 
VI, rivelano notevoli differenze:  
 
Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 29: Tirosin-Fosfoproteoma ottenuto dal trasferimento delle proteine dai gel 2D-PAGE 
su membrana di nitrocellulosa e saggio con anticorpo monoclonale anti-fosfo-tirosina. Profilo 
della fosforilazione delle VSMC quiescenti-contrattili (a) e dopo stimolazione per 10 minuti 
con IGF-1 (b), PDGF-BB (c) e FBS (d) 
 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            80 
 
Tabella VI: bande differenzialmente fosforilate dopo 10 minuti di 
stimolazione delle VSMC contrattili con singoli fattori di crescita o siero. 
Dati riferiti al campione non stimolato. 
 IGF PDGF  FBS  
Spot sovra-fosforilati  6 29 10 
Spot sotto-fosforilati  10 5 15 
 
La stimolazione con il PDGF-BB ha mostrato il maggior numero di modificazioni nel 
profilo di fosforilazione rispetto sia all’IGF-1 che al siero. Inoltre, il PDGF-BB sembra avere 
un ruolo importante nell’aumentare la fosforilazione in tirosina (l’85% degli spot risulta 
modificato), mentre il trattamento con IGF-1 e siero sono caratterizzati da un generale 
diminuzione dei livelli di fosforilazione (62% e 60% di spot modificati in IGF-1 e FBS, 
rispettivamente). 
Gli istogrammi della Figura 27 mostrano l’intensità delle differenze in fosforilazione 
dovute alla stimolazione sulle VSMC per 10 minuti con FBS, IGF-1 o PDGF-BB nelle 
singole proteine. 
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Tratto da Boccardi et al. (2006) 
Figura 30: Analisi comparativa delle proteine differenzialmente fosforilate dopo 10 min di 
stimolazione con IGF-1, PDGF-BB o FBS. Gli istogrammi riportano la fosforilazione in 
tirosina espressa come volume percentuale (le barre bianche rappresentano il valore della 
fosforilazione nelle VSMC quiescenti a tempo 0 preso come valore di riferimento pari al 
100%). Le proteine sono separate in tre classi omogenee: enzimi del metabolismo del 
glucosio (a), componenti del citoscheletro (b), e ciaperonine (c). 
 
Le modificazioni in fosforilazione della tirosina risultano essere omogenee per gli 
enzimi del metabolismo del glucosio, ad eccezione dell’ATP sintasi per la quale la 
fosforilazione non cambia dopo stimolazione con i singoli fattori di crescita (Figura 30a). Le 
proteine del citoscheletro, hanno dimostrato comportamenti differenti in seguito alla 
stimolazione con il siero o con i singoli fattori di crescita (Figura 30b). In fine, le ciaperonine 
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hanno mostrato le maggiori discrepanze fra la risposta al siero e quella ai singoli fattori di 
crescita (Figura 307c). Molte di queste, sebbene riducano il loro livello di fosforilazione dopo 
10 minuti di stimolazione con siero, non mostrano cambiamenti  o aumentano la 
fosforilazione dopo trattamento con PDGF-BB o IGF-1. Ad esempio, Hsp60 e la calumenina 
sono fosforilate dopo stimolazione con PDGF-BB, ma non dopo stimolazione con IGF-1 o 
siero, mentre la PDI subisce un aumento in fosforilazione dopo stimolazione con IGF-1 e 
PDGF-BB, mentre il siero ne causa la de-fosforilazione. Per quanto riguarda l’Hsp27 i due 
fattori di crescita somministrati singolarmente ne inducono una significativa de-fosforilazione 
che risulta ancor più marcata dopo stimolazione con siero.  
 
13 Considerazioni generali sui risultati ottenuti 
Da questi dati emergono alcuni commenti che a loro volta pongono interrogativi che 
possono essere di aiuto nella programmazione di ulteriori sviluppi dello studio. Si può fare, 
innanzi tutto, una osservazione scontata ma generale, dettata dai diversi risultati osservati con 
PDGF, IGF-1 e siero, che indica come una serie di risposte molecolari possa variamente 
indirizzare il cammino metabolico della cellula. Il processo di attivazione delle VSMC è una 
complessa commistione di segnali in cui ogni fattore ha un suo ruolo particolare e distintivo. 
Il bilanciamento di tutti i contributi forniti da ogni singolo componente del siero, determina 
una “risultante” di segnali che approda agli effetti biologici osservati nelle VSMC. 
Le proteine identificate suggeriscono ruoli diversi e diversa importanza in relazione al 
meccanismo presunto. Così, mentre le modulazioni di enzimi del metabolismo del glucosio 
sembrano riflettere più una risposta funzionale ad una maggior richiesta di consumo 
energetico (fenotipo proliferante rispetto a fenotipo quiescente), le modulazioni di proteine 
del citoscheletro e delle ciaperonine offrono maggiori spunti per ipotesi di studio su loro 
implicazioni nel processo di conversione fenotipica. Modifiche delle proteine del 
citoscheletro, infatti, bene si integrano nel concetto di un rimodellamento strutturale oltre che 
funzionale della cellula. Il fatto che questo sia osservabile in tempi precoci è in accordo con la 
necessità di un rapido “rilassamento” della architettura della cellula contrattile per fare spazio 
a macchinari cellulari più espressi ed attivi come il reticolo endoplasmatico e l’apparato di 
Golgi. Questo rapida ristrutturazione dell’architettura presuppone un rapido ed efficiente 
meccanismo che, almeno nei tempi precoci da noi maggiormente studiati, dovrebbero 
prescindere dalla sintesi di nuove proteine. E’ per questo motivo, che le ciaperonine rivestono, 
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a nostro avviso, un ruolo fondamentale perché solo il rimodellamento strutturale e il 
riassortimento di proteine già presenti può consentire alla cellula di rispondere così 
velocemente agli stimoli esterni. 
In questo contesto, il ruolo delle ciaperonine è l’aspetto che merita maggiore 
attenzione. Ad esempio, è stato dimostrato che la proteina Hsp60 è coinvolta nelle patologie 
cardiovascolari (Snoeckx et al., 2001; Pockley, 2002). Barazi et al. (2002) hanno proposto un 
ruolo mediato dall’esposizione di membrana di Hsp60 nell’attivazione dell’integrina α3β1. I 
nostri dati, nel momento in cui evidenziano una modificazione post-traduzionale per l’Hsp60 
come risultato della induzione con fattori di crescita, stimolano la progettazione di 
esperimenti volti a individuare un nesso con l’ipotesi di Barazi et al. (2002) suggerendo un 
possibile ruolo di Hsp60 nella migrazione cellulare. 
Anche i dati riguardanti la PDI qui illustrati sono in accordo con quelli descritti da 
Patton et al. (1995) il quale riportava un aumento della fosforilazione di PDI dopo stimolo 
iperplastico indotto da PDGF o FBS al 10%. La PDI è generalmente localizzata nel reticolo 
endoplasmico, ma, come l’Hsp60, è stata individuata anche sulla membrana cellulare 
(Wilkinson e Gilbert 2004) e perfino secreta a bassi livelli da una varietà di cellule. Un altro 
dato molto interessante pubblicato riguarda l’individuazione di PDI sulla superficie dell’aorta 
di ratto nella sua forma attiva ridotta. In questa localizzazione, potrebbe catalizzare 
l’interconversione di ponti a disolfuro nella Trombospondina-1 (TSP-1) mediando 
l’interazione della TSP-1 con il PDGF; un evento che inducendo nel fattore di crescita una 
modificazione allosterica ne aumenta l’affinità per il recettore di membrana espresso nelle 
VSMC (Hogg et al., 1997). La PDI attivata potrebbe quindi essere implicata anche nella auto-
rigenerazione del segnale del PDGF. 
L’Hsp27, infine, ha un’attività sul “capping” dell’actina, cioè sulla stabilizzazione 
delle estremità in elongazione dei filamenti ramificati di actina. Questa attività è necessaria 
per coordinare la polimerizzazione-depolimerizzazione dei filamenti di actina durante la 
migrazione cellulare ed è alla base della forza propulsiva (Pichon et al., 2004). 
Concludendo, i nostri risultati supportano il concetto che le ciaperonine in generale, e 
le proteine da stress in particolare, hanno un ruolo cruciale nei primi stadi del processo di 
attivazione e sono probabilmente connesse con il rimodellamento del citoscheletro e la 
migrazione cellulare 
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            84 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                             MATERIALI E METODI 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                         
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            85 
 
14 Isolamento delle cellule muscolari lisce di coronaria e condizioni di coltura 
Le cellule muscolari lisce (VSMC) sono state isolate da espianti di coronaria 
provenienti da maiali domestici (Sus scrofa domestica) di 3 mesi liberamente incrociati. Le 
VSMC della tunica media sono state isolate dopo digestione enzimatica dell’espianto e quindi 
coltivate secondo il metodo descritto da Christen et al. 1999. Tutti gli esperimenti segnalati in 
questo studio sono stati effettuati usando VSMC comprese fra il secondo e sesto passaggio e, 
salvo specificazione contraria, ottenuto almeno da 3 espianti differenti. 
Le ricerche sono conformi a “Guide  for the Care and Use of Laboratory Animals” 
pubblicato da US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revisionato nel 
1996). 
 
15 Ciclo cellulare 
Le cellule sono fissate in una soluzione etanolica al 70% per 2 ore a –20°C e 
successivamente permeabilizzate con una soluzione 0.25% di TritonX-100 per 5 minuti a 
4°C. Le cellule sospese vengono centrifugate ed il precipitato viene risospeso in 250 µl di 
tampone fosfato salino (PBS) contenente 100 mg/mL di ioduro di propidio (Roche), 0.1 
mg/mL RNAse (Roche). La sospensione delle cellule viene  quindi fatta fluire attraverso un 
citofluorimetro a flusso (FACScalibur, Becton Dickinson) e l’analisi del ciclo cellulare viene 
eseguita utilizzando il software Cell Quest analysis (Becton Dickinson). 
 
16 Attività chemotattica 
L’attività chemottatica delle VSMC viene saggiata in celle di coltura a due camere 
separate da membrana di policarbonato, Boyden chambers (Neuro Probe). Come 
chemoattrattore si pone nella camera inferiore il Siero bovino fetale(FBS) ad una 
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concentrazione del 10% in terreno ad alto contenuto di glucosio (high-glucose Dulbecco's 
modified Eagle's medium - HG DMEM). Nelle colture di controllo abbiamo usato Albumina 
da siero bovino (0.1% BSA) (frazione V, Sigma) in condizioni sperimentali analoghe. I filtri 
di policarbonato, privi di Polivinilpirrolidone, con pori del calibro di 8 µm vengono rivestiti 
con gelatina di pelle porcina 5 mg/l (Sigma) e posti tra la camera superiore e quella inferiore. 
Le cellule, sospese in HG DMEM con 0.1% BSA, vengono poste nella camera superiore con 
una densità di 2x105 cellule/camera. Dopo 5 ore di incubazione a 37 °C, i filtri vengono fissati 
in etanolo assoluto per 30 secondi e quindi colorati con una soluzione al 2% di blu di 
toluidina (Sigma). Le cellule che sono state in grado di migrare vengono contate sulla parete 
inferiore del filtro. Per ogni filtro vengono analizzati al microscopio quindici campi, regione 
visibile al microscopio utilizzando un ingrandimento 10X. I dati sono indicati come media di 
cellule/campo.  
 
17 Marcatori del differenziamento 
Le cellule dopo essere state raccolte, sono state lavate in PBS e quindi incubate in 
ghiaccio per 30 minuti nel tampone di lisi (20 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM NaCl, 10% 
glicerolo, 1% NP-40, 10 mM EDTA, 2,5 ug/mL leupetina, 2,5 ug/mL pepstatina, 2 mM 
PMSF). Dopo centrifugazione a 10,000 RPM per 10 min a 4 °C, il surnatante è stato raccolto 
e la determinazione proteica determinate second oil metodo di Bradford  il saggio 
commerciale Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). Uguali quantità di proteine (10 ug) 
gel di SDS-poliacrilammide al 12%. In seguito al trasferimento su membrane di nitrocellulose 
(Hybond-C extra, Amersham Life Science), ogni membrana è stata bloccata con 5% latte 
scremato in TBS contenente 0,1% Tween-20 e successivamente incubate per 2 h a 
temperatura ambiente con l’anticorpo primario. Gli anticorpi primari utilizzati sono stati: anti-
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SM-a-actina ( 1A4, Sigma) (diluizione 1:1000), anti-calponina (hCP, Sigma) (1:1000), anti-
desmina (D33, Dako) (1:100) e anti-PCNA (Santa Cruz) (1:1000), tutti monoclonali. Le 
membrane sono state sviluppate con un Kit per la rilevazione della chemiluminescenza (GE 
Healthcare). 
 
18 Analisi con Immunofluorescenza 
L’analisi di immunofluorescenza viene svolta su cellule cresciute su vetrini copri-
oggetto, fissate per 30 minuti a 4 °C con paraformaldeide al 2% in PBS e incubate tutta la 
notte con anticorpo monoclonale anti-SM-α-actin (diluizione 1:200) (Sigma, St Louis, USA) 
o anti-smoothelin (diluizione 1:4) (R4A, Chemicon). L’incubazione con l’anticorpo 
secondario di pecora anti- IgG  di topo (Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG (H+L), 
diluizione 1:3000) (Molecular Probes) viene fatta a Temperatura ambiente per 2 ore. Alcuni 
campioni vengono trattati con Falloidina marcata con rodamina (Molecular Probes) per 20 
minuti (1 unità in 200 µl di soluzione di bloccaggio per vetrino).  
 
  
19 Elettroforesi bidimensionale (2D-PAGE), acquisizione delle immagini e analisi 
dei dati. 
 
19.1 Preparazione del campione 
Estratti cellulari. precipitati di 106 di cellule (VSMC) vengono risospesi a freddo in 250 
µl di una soluzione per la lisi cellulare, convenzionalmente in uso nella tecnica 
dell’elettroforesi bidimensionale, contenente 8M urea, 4% p/v  di 3-[(3-colamidopropil)-
dimetil-ammonio]-1-propansolfonato (CHAPS), 1% p/v Ditiotreitolo (DTT) e 1 mM sodio 
ortovanadato. Il compito dei diversi componenti della soluzione di lisi è il seguente: l’Urea, 
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un denaturante caotropico, opera la rottura dei legami a idrogeno che determinano le struttura 
secondaria delle proteine, CHAPS, un detergente anfiprotico, determina la solubilizzazione 
della componente lipidica cellulare, il DTT riduce i ponti a disolfuro delle proteine e 
l’ortovanadato inibisce l’attività enzimatica delle fosfatasi. 
Dopo l’aggiunta della soluzione di lisi, effettuata in ghiaccio, le cellule vengono agitate 
con cautela (vortex) per aumentare la solubilizzazione delle parti lipidiche cellulari e quindi 
centrifugate a 13.000 RPM a 4°C per 45 minuti. Il sopranatante, contenente l’estratto proteico 
completo, viene recuperato,. La determinazione della concentrazione proteica viene effettuata 
in accordo con la procedura di Bradford (Bio-Rad Protein Assay). Il campione rimanente 
viene conservato a - 80 °C fino alla sua analisi. 
 
19.2 Separazione delle proteine per isoelettrofocalizzazione (1° dimensione) 
La separazione delle proteine contenute nell’estratto proteico tramite 
isoelettrofocalizzazione (IEF) è stata effettuata, secondo il metodo originalmente descritto 
da Görg et al. (1988), utilizzando striscioline (strip) di acrilamide, lunghe 18 cm, ove è 
immobilizato un gradiente non-lineare di pH compreso tra 3 e 10, (Amersham Biosciences, 
Uppsala, Sweden). I campioni proteici, opportunamente applicati, vengono fatti correre 
all’interno delle strip applicando una differenza di potenziale elettrico mediante un sistema 
Ettan IPGphor (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Per la preparazione di corse 
analitiche, le IPG strips sono caricate con 100 µg di estratto proteico in 350 µL di tampone di 
lisi e 0.2% v/v di tampone contenente una miscela di anfoline (IPG buffer or Pharmalyte 3-
10) e reidratate a 16°C a 0 V per 1 ora ed a 30 V per altre 8 ore. La focalizzazione è stata 
effettuata a 16 °C applicando le seguenti condizioni elettriche: 200 V per 1 ora, gradiente da 
300 a 3500 V in 30 minuti, 3500 V per 1 ora, gradiente da 3500 a 8000 V in 30 minuti e, 
infine, 8000 V per il tempo necessario alla totalizzazione di 80000 V/ora. Nel caso di corse 
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preparative, le strip sono state caricate con 1000 µg di estratti proteici grezzi sciolti in 350 µl 
di soluzione di lisi e reidratate nelle medesime condizioni descritte sopra.  
 
19.3  Separazione delle proteine con gel denaturante di elettroforesi in gradiente di 
poliacrilamide (2° dimensione) 
Dopo la corsa di isoelettrofocalizzazione, le IPG Strips vengono equilibrate, per 12 
minuti a temperatura ambiente sotto continua agitazione, in una soluzione composta 6 M urea, 
2% p/v sodio dodecil solfato (SDS), 2% p/v DTT, 30% p/v glicerolo e 0,05 M Tris-HCl a pH 
6.8. Al termine, vengono equilibrate per ulteriori 5 minuti in una soluzione 6 M urea, 2% p/v 
SDS, 2,5% p/v iodoacetamide, 30% glicerolo, 0,05 M Tris-HCl a pH 6.8 e tracce di blu di 
bromofenolo. Le strip così equilibrate vengono applicate alla sommità di un gel delle 
dimensioni di 20 cm x 20 cm x 1.5 mm costituito da un gradiente lineare compreso fra 9 e 
16% di acrilamide. La corsa elettroforetica viene effettuata in un apparato, Protean Plus 
dodeca cell (BioRad), in grado di alloggiare fino a 12 gel contemporaneamente. Le 
separazioni sono state effettuate mantenendo un voltaggio costante di 120 V, ad una 
temperatura controllata di 9 °C in un tampone 25 mM Tris, 192 mM Glicina e 0,1%p/v SDS a 
pH=8,3, per il tempo necessario al colorante di raggiungere il fondo del gel. 
 
19.4 Colorazione dei gel ed analisi dell’immagine 
Nel caso delle corse analitiche, per visualizzare le proteine separate nel gel si è 
utilizzata una colorazione a base di argento ammoniacale in accordo con il metodo descritto 
da Hochstrasser et al. (1988) che prevede i seguenti passaggi: 
1- lavaggio in acqua bidistillata per 5 minuti,  
                                                                                                                                                  
                                                        
 
 
 
                                                                                                                                            90 
2- fissaggio-a per 1 ora in agitazione in una soluzione al 40% v/v Etanolo e 10% V/V 
Ac. Acetico, 3- fissaggio-b per 3 ore (fino a 3 gg) in una soluzione al 5% v/v Etanolo e 
5% v/v Ac.Acetico.  
4- lavaggio di 10 minuti in acqua bidistillata,  
5- immobilizzazione delle proteine sul gel trattando per 30 minuti in una soluzione al 
2% v/v Glutaraldeide, 0,5 M acetato di sodio,  
6- lavaggio per 10 minuti in acqua bidistillata, ripetuto tre volte, 
7- trattamento per 30 minuti con una soluzione 0,007% p/v dell’acido 2-7 
Naftalendisolfonico (NDS) per ridurre il fondo della colorazione, ripetuto due volte, 
8- lavaggio per 15 minuti in acqua bidistillata, ripetuto quattro volte, 
9- complessazione per 30 minuti al buio con una soluzione 0.008% p/v AgNO3, 0.02N 
NaOH, 0.3% NH3 
10- lavaggio per 4 minuti in acqua bidistillata, ripetuto tre volte, 
11- sviluppo, per il tempo desiderato in base alla colorazione, con una soluzione 0.4 10–
3% p/v Ac. Citrico, 0.037% Formaldeide,  
12- fisaggio della colorazione per 5 minuti con una soluzione di Ac. Acetico al 5% v/v 
Tutti i lavaggi e i vari trattamenti vengono fatti a 4°C sotto continua agitazione. Le 
corse preparative vengono colorate con una soluzione colloidale di colorante altamente 
sensibile, Comassie G-250, in accordo al protocollo “Blue Silver” messo a punto da Candiano 
e collaboratori (Candiano et al. 2004).  
 
20 Densitometria e Analisi computerizzata 
La scansione dei gel colorati e la seguente registrazione dell’immagine vengono 
effettuate utilizzando uno scanner Epson Expression 1680 Pro (Seiko Epson Corporation, 
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Japan). Le immagini digitali ottenute vengono conservate nel formato appropriato. L’analisi 
comparativa dei gel viene effettuata con il software Image Master® (GeneBio, Geneva, 
Switzerland), che consente una valutazione quantitativa e qualitativa delle proteine contenute 
nelle bande (spot) presenti sull’immagine elettroforetica ( Appel et Al., 1997). L’attribuzione 
ad ogni spot dei valori di punto isoelettrico (pI) e di peso molecolare (PM) viene effettuato dal 
software, che opera interpolando continuamente i valori fra proteine di riferimento (“spot-
ancora”) con coordinate note e spot di proteine incognite. Gli spot-ancora sono generati in 
esperimenti di co-migrazione nei quali al campione incognito viene aggiunta una piccola 
aliquota di campione standard, in genere plasma umano, il cui profilo di migrazione su gel 
bidimensionale è esattamente definito e reperibile nella banca di dati internazionale SWISS-
2D-PAGE (http://www.expasy.ch/ch2D/)  
 
21 Immunoblotting con Antocorpo anti-fosfoTirosina 
120 µg di estratto proteico vengono separati in elettroforesi bidimensionale e trasferiti 
su membrana di nitrocellulosa (Hybond-C, Amersham Life Science). Il trasferimento viene 
eseguito per 3 ore a 9°C in tampone 25 mM Tris, 192 mM Glicina e 20% v/v Metanolo a 
pH=8,3 mantenendo un voltaggio costante di 60 Volt. L’avvenuto trasferimento viene 
saggiato mediante colorazione della membrane con rosso Ponceau. Dopo questa verifica, la 
membrana viene decolorata, saturata con una soluzione 3% p/v BSA, 0,1% v/v di Tween-20 
in PBS, allo scopo di prevenire legami aspecifici, e quindi lasciata incubare tutta la notte a 4 
°C con una soluzione di un anticorpo monoclonale di topo anti-fosfotirosina IgG2b (Santa 
Cruz Biotechnology) diluita 1:100 nella soluzione di BSA/Tween in PBS descritta sopra. Al 
termine, l’eccesso di anticorpo primario viene eliminato con tre lavaggi di 10’ con la 
soluzione 0,5% v/v di Tween-20 in PBS. Una diluizione 1:3000 di anticorpo secondario di 
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pecora anti-IgG di topo coniugato con una perossidasi di rafano (Santa Cruz Biotechnology), 
nella soluzione BSA/Tween in PBS viene posto sulla membrana lavata e lasciato incubare per 
2 ore a temperature ambiente. Anche in questa caso, l’eccesso di anticorpo secondario viene 
rimosso con 3 lavaggi di 10’ con la soluzione 0,5% v/v Tween-20 in PBS. La presenza di 
attività perossidasica, nei siti della membrana ove è presente l’anticorpo secondario 
complessato, viene saggiata utilizzando ECL™ Detection Kit (Amersham Biosciences, 
Uppsala, Sweden) e registrando la chemiluminescenza sviluppata su lastra radiografica. 
 
22 Identificazione delle proteine tramite spettrometria di massa 
Gli spots elettroforetici, visualizzati con la colorazione “blue Silver” ottenuta mediante 
Coomassie G-250 colloidale, vengono ritagliati manualmente con molte precauzioni per 
evitare contaminazioni. Gli spot vengono quindi decolorati, secondo il metodo descritto da 
Shevchenko ed al. (1996), con una soluzione 1:1 di Acetonitrile e NH4HCO3 50 mM, quindi 
disidratati con lavaggi in Acetonitrile. Successivamente, si aggiunge una soluzione di Tripsina 
5 ng/μl in NH4HCO3 25 mM. La digestione proteolitica della proteina nel gel a dare 
frammenti peptidici viene condotta a 37 °C per tutta la notte. Il digerito triptico (0.75 μL/spot) 
viene diluito 1:1 con una soluzione satura di matrice CHCA in 50% acetonitrile e 0,1% v/v 
TFA e applicato sulla piastra dello spettrometro MALDI TOF (0,3 µl di soluzione per 
pozzetto). La quantità deposta sulla piastra lasciata asciugare lentamente all’aria. L’impronta 
digitale dello spettro di massa dei frammenti petidici, “Peptide Mass Fingerprinting”, viene 
acquisita utilizzando uno spettrometro di massa OmniFLEX MALDI-TOF mass spectrometer 
(Bruker Daltonics Corporation, Billerica MA, USA). Il profilo del digerito triptico ottenuto 
viene confrontato con quelli delle proteine note presenti nelle banche di dati utilizzando 
programmi disponibili in rete quali: ProFound 
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(http://129.85.19.192/profound_bin/WebProFound.exe), PeptIdent (http://www.expasy.org), 
MASCOT (Matrix Science, London, UK; http://www.matrixscience.com). Se il “Peptide 
mass fingerprinting” della proteina da identificare corrisponde a quello riportato in una banca 
dati si ottiene l’identificazione della proteina. 
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23 Conclusioni 
La comprensione dei meccanismi molecolari che regolano la modulazione fenotipica 
delle VSMC è una tematica di grande importanza in quanto questo fenomeno è associato con 
la maggior parte delle patologie cardiovascolari. Scopo di questo lavoro è stato lo studio a 
livello proteico dei cambiamento precoci in grado di innescare le cascate di segnali che 
portano all’acquisizione di un nuovo fenotipo. A questo scopo ho analizzato le elettroforesi 
bidimensionali di VSMC in stato quiesciente e le ho confrontate con quelle di cellule attivate 
per 48h con siero. Alcune delle proteine che presentavano una espressione differenziale sono 
state identificate e sequenziate tramite spettrometria di massa. La modulazione in tirosin-
fosforilazione di queste proteine è stata monitorata a tempi diversi dalla stimolazione con 
siero o con singoli fattori di crescita (IGF-1 e PDGF-BB). 
In sintesi ho potuto documentare un iniziale generale decremento in tirosin-
fosforilazione nei primi minuti successivi la stimolazione. Questa osservazione è interessante 
e suggerisce un possibile ruolo di fosfatasi nell’avviare il processo di attivazione in stadi 
precoci. I dati da me ottenuti sono descrittivi e preliminari, ma nuovi  e originali e meritano di 
essere ulteriormente investigati. 
La principale caratteristica che si presenta negli stadi prococi dell’attivazione è il 
reclutamento di chaperonine, molecole che sono implicate nel ‘maquillage’ e riciclo di 
proteine pre-esistenti all’interno della cellula. La maggior parte di queste proteine agisce sul 
rimodellamento citoschletrico e molte sono correlate con la migrazione cellulare. 
Tale evidenza è in accordo con recenti ipotesi che propongono l’aterogenesi come una 
patologia prodotta dall’accumulo di proteine “misfolded” citotossiche e pro-infiammatorie. 
(Ursini et al. 2002) 
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